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Este estudo teve como objetivo aumentar o conhecimento sobre 
anestésicos, fauna parasitária e estado de saúde de Octopus maya. Para 
tanto, foram realizados quatro experimentos: o primeiro teve como 
objetivo avaliar o estado de saúde de fêmeas pós-desova; o segundo e o 
terceiro, determinar o agente anestésico e a concentração que devem ser 
utilizados para a manipulação de curto prazo de juvenis e adultos; e o 
quarto objetivou avaliar os possíveis efeitos dos anestésicos nos 
parâmetros de hemolinfa. No primeiro experimento, foram analisadas as 
variáveis fisiológicas, metabólicas, imunológicas e parasitológicas após 
1, 10, 20, 30 e 40 dias pós-desova (DPD) a fim de detectar possíveis 
diferenças no estado de saúde das fêmeas em relação ao tempo. A partir 
dos dados obtidos, foi possível concluir que, apesar de evidentes 
alterações nas variáveis fisiológicas, aliado a um aumento nos índices de 
glicose, indicando que as fêmeas de O. maya usam suas próprias 
reservas durante este período, pode-se observar uma adaptação das 
fêmeas e uma compensação imunológica que permitiu às femeas 
manterem-se saudáveis até 40 DPD. Adicionalmente, foi descrita pela 
primeira vez a fauna parasitária de fêmeas de O. maya pós-desova, com 
registro de Aggregata sp. no ceco, intenstino e brânquias, e larvas de 
cestoides Prochristianella sp. na massa bucal. No experimento referente 
ao uso de agentes anestésicos para manipulação de curto prazo de 
juvenis, avaliou-se o efeito a curto e longo prazo da exposição às 
diferentes substâncias e concentrações, analisando o consumo de 
oxigênio antes, durante e depois da anestesia, o comportamento e o 
crescimento dos animais. Posteriormente, os melhores agentes 
anestésicos foram selecionados e seu efeito avaliado em adultos. Em 
juvenis, observou-se que os agentes anestésicos e a manipulação 
acarretaram alterações no consumo de oxigênio e ingestão de alimento, 
entretanto, em geral, não foram suficientes para ocasionar efeito a longo 
prazo no crescimento  dos animais. Em adultos, etanol foi o agente 
anestésico que apresentou os melhores resultados. Assim, para a 
manipulação de curto prazo (até 3 min) de juvenis e adultos de Octopus 
maya, não é necessário o uso de agentes anestésicos. Em espécimes 
adultos de grande tamanho, nos quais a manipulação pode ser 
dificultada, sugere-se o uso de etanol 3,0%. Por último, no quarto 
experimento, analisaram-se o efeito dos agentes anestésicos em 
parâmetros de hemolinfa comumente utilizados para avaliar o estado 
nutricional e de saúde em polvos. Os resultados deste experimento 
permitem concluir que os agentes anestésicos, em geral, alteraram a 
  
osmolalidadde da água do mar e os parâmetros de hemolinfa avaliados 
e, portanto, recomenda-se cautela no uso destas substâncias quando estes 
parâmetros forem requeridos. 
 







This study aimed to increase the knowledge about anesthetics, parasite 
fauna and health status of Octopus maya. To achieve this objective, four 
experiments were carried out: the first one aimed to evaluate the health 
status of post spawning females; the second and the third, determine the 
anesthetic agent and concentration that should be used for short-term 
manipulation of juveniles and adults; and the fourth aimed to evaluate 
the possible effects of the anesthetic agentes on the hemolymph 
parameters. In the first experiment, the physiological, metabolical, 
immunological and parasitological variables in 1, 10, 20, 30 and 40 days 
after spawning (DAS) were analyzed to detect possible differences in 
the health status in relation to the time. Our results seem to indicate that 
although the evident changes in the physiological variables, combined 
with an increase in the glucose levels, indicating that O. maya females 
use their own reserves during this period, we can observe an adaptadion 
of the animals and an immunological compensation which allowed 
themselves to maintain healthy until 40 DAS. In addition, we present for 
the first time the parasite fauna of post spawning O. maya, with the 
register of Aggregata sp. in the caecum, intenstine and gills, and 
cestodes larvae Prochristianella sp. in the buccal mass. In the 
experiment of the use of anesthetic agentes for short-term manipulation 
of juveniles, we evaluated the short and long term effects of the 
exposure to the different substances and concentrations, analyzing the 
oxygen consumption before, during and after anestesia, the behavior and 
the growth of the animals. Afterwards, the best anesthetic agents were 
selected and tested in adults. In the juveniles, we observed that the 
anesthetic agents and the manipulation resulted in changes on the 
oxygen consumption and in the food intake of the animals, however, in 
general, they were not enough to cause a long term effect on the growth 
of the animals. In adults, etanol was the anesthetic agent with the best 
results. Therefore, for short term manipulation of Octopus maya 
juveniles and adults (< 3min) it’s not necessary the use of anesthetic 
agents; in specimens of big size, in which the handling can be 
difficulted, we suggest the use of etanol 3.0%. Lastly, in the fourth 
experiment, we analyzed the possible effects of the anesthetic agents on 
the hemolymph parameters commonly used to evaluate the nutritional 
and health status in octopuses. The results of this experiment, allowed us 
to conclude that the anesthetic agents, in general, changed osmolality 
and the hemolymph parameters evaluated and, thus, we recommend 
  
caution in the use of these substances when these parameters are 
required.  
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1. INTRODUÇÃO  
 
Sanidade de polvos: Estado atual e perspectivas 
 
1.1 Aspectos gerais 
A classe Cephalopoda é dividida em duas subclasses: 
Nautiloidea, que possui apenas dois gêneros, Nautilus e Allonautilus, os 
únicos representantes viventes com concha externa, e Coleoidea, que 
compreende as lulas, sépias, polvos e “vampiros” (JEREB et al., 2014). 
Segundo estes autores, os cefalópodes compreendem quase 1.000 
espécies vivas atualmente descritas, entretanto, estima-se que existam 
pelo menos outras 100 espécies não descritas. Dentre a ordem Octopoda, 
à qual pertencem os polvos, destaca-se o gênero Octopus que 
compreende mais de 200 espécies (JEREB et al., 2014), distribuídas 
principalmente em águas rasas tropicais. Os polvos desempenham papel 
fundamental nas relações tróficas dos ecossistemas marinhos, tanto 
como predadores de uma diversa fauna bentônica, como presas 
importantes de diversas espécies que estão no topo da cadeia alimentar 
(GUERRA, 1992). 
Em cefalópodes coleóides, o ciclo de vida é, em geral, curto 
podendo variar de 6 a 36 meses (MANGOLD, 1983). Estes animais são 
semélparos, ou seja, apresentam apenas um evento reprodutivo durante a 
vida (MANGOLD, 1983; BOYLE; RODHOUSE, 2005). Os polvos da 
família Octopodidae são dioicos e apresentam dimorfismo sexual: 
quando sexualmente maduros, os machos apresentam um braço 
diferenciado, o hectocótilo, através do qual transferem os 
espermatóforos para o oviduto da fêmea durante a cópula (BOYLE; 
RODHOUSE, 2005). Após a transferência, os espermatóforos se 
rompem e liberam o esperma, que é armazenado na espermateca da 
glândula ovidutal onde ocorre a fecundação (FROESCH; MARTHY, 
1975). 
O desenvolvimento embrionário é direto e, em espécies de águas 
rasas, dura geralmente entre um e dois meses dependendo da 
temperatura da água (FORSYTHE; HANLON, 1988). Após a postura, a 
fêmea dedica-se exclusivamente à sua manutenção (Figuras 1 A e B). O 
cuidado parental inclui a proteção da massa de ovos de possíveis 
predadores, aeração e limpeza dos ovos e eliminação de embriões 
mortos (VIDAL et al., 2014). Durante este período a fêmea não se 
alimenta, necessitando de reservas endógenas (GUERRA, 1992; 
ROCHA, 2003), o que acarreta mudanças fisiológicas e sua condição se 
deteriora drasticamente podendo ser observada uma diminuição 
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corporal, culminando com sua morte após a eclosão dos ovos 
(GUERRA, 1992). 
Após a eclosão, as paralarvas, geralmente permanecem no 
plâncton onde se alimentam até se estabelecerem no substrato e 
iniciarem a fase bentônica (BOYLE; RODHOUSE, 2005). Este período 
é relativamente curto devido à alta taxa de crescimento destes animais 
(ROCHA, 2003). Em algumas espécies com ovos de maior tamanho 
(Figura 1 B), o animal recém eclodido se integra imediatamente ao 
habitat do adulto, sem passar pela fase planctônica (SWEENEY et al., 
1992). 
Após a reprodução, os polvos passam por uma etapa conhecida 
como senescência caracterizada como um estágio normal do ciclo de 
vida e geralmente ocorre antes da morte: em machos ocorre após a 
cópula e nas fêmeas durante a incubação dos ovos ou logo após sua 
eclosão (ANDERSON et al., 2002). A senescência não é uma doença ou 
o resultado de uma doença, embora doenças também possam ocorrer 
durante este estágio (PASCUAL et al., 2010). Quatro condições ou 
atividades são indicadoras deste estágio: perda de apetite ou ausência de 
alimentação levando à perda de peso, retração da pele ao redor dos 
olhos, atividade indireta ou não coordenada e ocorrência de lesões na 
pele (ANDERSON et al., 2002).  
 
Figura 1: Fêmeas de polvos com suas massas de ovos durante o cuidado 
parental. A. Octopus insularis; B. Octopus maya. Figura 1 A 
gentilmente cedida por Tatiana Leite. 
  
 
1.2 Captura de polvos 
Os cefalópodes apresentam grande valor como fonte de proteína 
para o consumo humano. O abastecimento do mercado mundial está 




ambiente, dependendo da disponibilidade de animais e da frequência da 
pesca. A captura de cefalópodes tem aumentado significativamente nas 
últimas décadas, devido ao declínio de estoques de peixes, superando 4 
milhões de toneladas e representando 3% do comércio mundial de 
pescados em 2012 (FAO, 2014). Consequentemente, a importância da 
captura de polvos também tem aumentado, principalmente na Europa, 
onde são consumidos em larga escala e possuem alto valor comercial. 
Seguindo a tendência mundial, os polvos tornaram-se excelentes 
potenciais pesqueiros no Brasil devido à redução da captura de pescados 
tradicionais aliada à expansão pesqueira sobre os cefalópodes. Até o 
início dos anos 2000, os polvos eram capturados principalmente como 
fauna acompanhante durante a pesca de arrasto-de-fundo de camarões 
(GASALLA et al., 2005), sendo, em 2003, implementada a pesca de 
polvo com espinhéis de pote pela frota comercial paulista (ÁVILA-DA-
SILVA et al., 2006). Este método se assemelha a tradicional pesca de 
espinhel para peixes e é composta por uma linha principal, na qual se 
prendem, em intervalos regulares, linhas secundárias que possuem em 
suas extremidades potes ao invés de anzóis. Dentro de cada pote é 
colocado cimento para que sirva de lastro quando submerso. O número 
de potes e o tempo de permanência na água são variáveis. Esta arte de 
pesca utiliza a estratégia do animal em procurar refúgio no pote para se 
proteger, sendo considerada de baixo impacto sobre o fundo oceânico 
(ÁVILA-DA-SILVA et al., 2014).  
Após a implementação da técnica de pesca de espinhel com potes, 
de alta produtividade e voltada em grande parte para exportação, 
observou-se um aumento da captura do polvo sem precedentes (ÁVILA-
DA-SILVA et al., 2006). Em Santa Catarina, as primeiras viagens de 
embarcações com espinhéis de potes para polvos foram registradas em 
2005 (ÁVILA-DA-SILVA et al., 2014). As capturas do polvo Octopus 
vulgaris compõem quase a totalidade da produção da frota comercial no 
Sudeste-Sul brasileiro, entretanto, outras espécies da família 
Octopodidae também são capturadas (ÁVILA-DA-SILVA et al., 2014). 
A captura de polvos na região Sudeste-Sul é maior quando comparada 
ao Nordeste, porém, proveem quase que exclusivamente da pesca 
industrial (ÁVILA-DA-SILVA et al., 2014).  
Segundo HAIMOVICI et al. (2014), no Nordeste, a pesca de 
polvo ocorre principalmente nos estados da Bahia, Ceará e Rio Grande 
do Norte e é mais diversificada, envolvendo mais modalidades de pesca 
e um número maior de pescadores, sendo Octopus insularis a espécie 
que corresponde à maior parte das capturas. Estes autores descrevem, 
além da pesca de espinhel de potes, outras duas modalidades de pesca 
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praticadas na região: coleta dos polvos sobre recifes rasos e mergulho 
próximo a estes, sem o uso de embarcações, para consumo próprio e 
complementação de renda, e pesca de mergulho de pequena escala, 
realizada com pequenas embarcações a vela ou motorizadas, 
frequentemente para complementar a pesca da lagosta. 
 
1.3 Espécies com potencial de cultivo 
Octopus vulgaris Cuvier, 1797 (Figura 2 A) é uma das espécies 
mais importantes no que diz respeito à captura e valor comercial (VAZ-
PIRES et al., 2004). Ocorre em águas tropicais, subtropicais e 
temperadas do Oceano Atlântico ao Mar Mediterrâneo (MANGOLD, 
1997). No Brasil, ocorre ao longo de toda a costa e é a espécie de polvo 
mais explorada nas regiões Sudeste e Sul (ÁVILA-DA-SILVA et al., 
2014), sendo raramente pescada em ambientes rasos do Nordeste 
(HAIMOVICI et al., 2014). Habita desde a costa até a plataforma 
continental, alcançando 200 m de profundidade (RODRÍGUEZ et al., 
2006), em temperaturas que variam de 7 a 32ºC e salinidade entre 32 e 
40 (GUERRA, 1992). É comum em águas rasas, recifes de coral ou 
rochas, onde sua predominância depende da abundância de alimentos e 
abrigos (MANGOLD, 1983). 
Octopus vulgaris tem sido alvo de diversos estudos relacionados 
aos aspectos biológicos e de cultivo, em razão do elevado valor de 
mercado e do grande potencial que representa como espécie alternativa 
para a aquicultura (MAZÓN et al., 2007). É uma das espécies 
promissoras para o cultivo por uma série de fatores como alta taxa de 
conversão alimentar, com capacidade de incorporar de 40 a 60% do 
alimento ingerido (WELLS, 1978; MANGOLD, 1983); rápido 
crescimento, atingindo taxas de crescimento diário entre 3 a 10% (LEE 
et al., 1998; DOMINGUEZ et al., 2002), com ganhos de 0,5 a 1,0 
kg/mês (GARCÍA-GARCÍA; AGUADO GIMÉNEZ, 2002); alto 
conteúdo proteico, aproximadamente 70 a 90% do peso seco da 
composição corporal (O’DOR; WELLS, 1987; LEE, 1994); alta 
fecundidade, podendo produzir de 100 a 500 mil ovos por fêmea 
(WELLS, 1978; MANGOLD, 1983; IGLESIAS et al., 2000) e fácil 
adaptação e manutenção em cativeiro (VAZ-PIRES et al., 2004; 
RODRÍGUEZ et al., 2006). Além destas características, apresenta ciclo 
de vida curto, em torno de 12 a 18 meses e aceita alimentos de baixo 
valor comercial (IGLESIAS et al., 2000). 
Octopus insularis Leite e Haimovici, 2008 (Figura 2 B), havia 
sido anteriormente identificada como O. vulgaris, entretanto, verificou-
se a presença de diferenças morfológicas e genéticas de espécimes 
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coletados no Nordeste do Brasil em relação a O. vulgaris provenientes 
do Mediterrâneo e do Sul do Brasil, confirmando a presença desta nova 
espécie (LEITE et al., 2008). Devido à sua proximidade com O. 
vulgaris, esta espécie possivelmente também possua potencial para o 
cultivo. 
É uma espécie bentônica costeira de águas rasas cuja distribuição 
conhecida até a presente data abrange o Nordeste e Norte do Brasil, 
incluindo todas as ilhas oceânicas brasileiras (LEITE et al., 2008), sendo 
considerada a principal espécie alvo da pesca nestas regiões 
(HAIMOVICI et al., 2014). Ocupa fundos duros como recifes, rochas, 
cascalho e platô biogênico composto por cascalho, areia, esponjas e 
algas (HAIMOVICI et al., 2014). Possui tamanho médio a grande, com 
manto e cabeça largos e braços relativamente pequenos e grossos, com 
tamanho de 3 a 5 vezes o comprimento do manto e é mais robusta 
quando comparada com O. vulgaris (LEITE et al., 2008). 
 
Figura 2: A. Octopus vulgaris; B. Octopus insularis. Figuras 
gentilmente cedidas por Tatiana Leite. 
  
 
1.4 Cultivo de polvos 
Os cefalópodes vêm sendo utilizados como organismos modelo 
para pesquisas nas áreas de neurociência, fisiologia e etologia, por isso 
são frequentemente mantidos sob condições de laboratório ou aquários 
(BOLETZKY; HANLON, 1983). O cultivo de cefalópodes também tem 
sido realizado com fins ornamentais, principalmente polvos e sépias, 
devido ao rápido crescimento global desta indústria (VIDAL et al., 
2014) e por estarem entre os animais mais carismáticos em aquários 
(VILLANUEVA et al., 2014). Além disso, os polvos são considerados 
um dos grupos de invertebrados marinhos mais atrativos para a 




combinado às altas taxas de conversão alimentar e por possuírem altas 
fontes proteicas e grande aproveitamento, sendo 80 a 85% do peso 
corporal total aproveitável para consumo humano (LEE, 1994). 
O cultivo de cefalópodes em pequena escala é atualmente 
possível para algumas espécies como Sepioteuthis lessoniana, Sepia 
officinalis, O. maya e O. vulgaris (somente crescimento de subadultos 
em gaiolas), sendo essas espécies consideradas como modelos de cultivo 
ao redor do mundo e candidatas preferenciais para a aquicultura 
(VIDAL et al., 2014). Segundo VILLANUEVA et al. (2014), estas 
espécies foram as mais amplamente estudadas nas últimas décadas e, 
consequentemente, as que acumularam maior literatura científica. Estes 
autores destacam que os maiores desafios enfrentados atualmente para o 
desenvolvimento dos cultivos são o controle da reprodução e o 
desenvolvimento de uma dieta artificial sustentável. 
O cultivo de polvos encontra-se em fase de desenvolvimento e, 
nas últimas décadas, diversas tentativas foram realizadas visando 
conhecer as técnicas para a produção em larga escala, entretanto, o 
cultivo desde a fase de ovo até subadulto tem sido realizado com 
sucesso somente em escala experimental (IGLESIAS et al., 2000). Com 
exceção de O. maya que tem sido cultivado em laboratório, inclusive por 
várias gerações consecutivas (HANLON; FORSYTHE, 1985), o cultivo 
de polvos é restrito à engorda de subadultos capturados na pesca 
(MAZÓN et al., 2007). Na Espanha, o cultivo de O. vulgaris é baseado 
na engorda de subadultos capturados no ambiente, mantidos em tanques 
ou em gaiolas flutuantes e alimentados com peixes, crustáceos e 
moluscos, provenientes da fauna acompanhante da pesca, até atingirem 
o peso comercial (GARCÍA-GARCÍA; VALVERDE, 2006). No Brasil, 
um estudo foi conduzido com a engorda de polvos subadultos em 
gaiolas flutuantes leves, econômicas e de fácil manejo, demonstrando o 
potencial desta atividade para a diversificação da malacocultura 
(TEIXEIRA et al., 2014). 
 
1.5 Alguns aspectos éticos na manipulação de cefalópodes 
A ética e o bem estar na manipulação de cefalópodes é um tema 
que tem recebido considerável atenção nos últimos anos, sendo esta 
classe de animais recentemente incluída na legislação de bem estar na 
União Europeia juntamente com os vertebrados [“Directive 
2010/63/EU” (EU, 2010)]. Procedimentos éticos que levem em 
consideração a possibilidade destes animais em presenciarem situações 
de dor e sofrimento devem ser implementados. Desta maneira, em 
situações de manutenção de cefalópodes para pesquisa ou em locais 
35 
 
públicos, é necessário promover boas práticas de bem estar animal. 
Assim, sugere-se a utilização da política dos 3 R's: "reduction" (redução 
do número de animais em experimentos, por exemplo), "refinement" (ou 
seja, utilizando espécies para as quais os detalhes de manejo e 
alimentação são bem conhecidos e controláveis, reduzindo as chances de 
sofrimento e morte dos animais) e "replacement" (pela substituição de 
cultivo de células apropriadas ou modelos de computador, sempre que 
possível) (vide revisões MOLTSCHANIWSKYJ et al., 2007; VIDAL et 
al., 2014). 
No cultivo em laboratório, o manejo dos animais é utilizado com 
frequência em procedimentos como transporte, medição e/ou pesagem, 
classificação e marcação, extração de hemolinfa, entre outros. Nestes 
procedimentos, os anestésicos são geralmente utilizados a fim de 
facilitar o manejo, prevenir lesões, reduzir o estresse e promover o bem-
estar dos animais. Os anestésicos mais comumente utilizados em 
cefalópodes são uretano, etanol, cloreto de magnésio e água fria (vide 
revisão de GLEADALL, 2013 a). A utilização do uretano 
(MESSENGER, 1968; ANDREWS; TANSEY, 1981) reduziu desde que 
foi considerado cancerígeno. 
O etanol tem sido utilizado em concentrações de 1,5 a 3% diluído 
em água do mar com sucesso na anestesia de diversos cefalópodes (vide 
revisão de GLEADALL, 2013 a). Entretanto, alguns autores relataram 
reações adversas após a imersão inicial, como, por exemplo, tentativas 
de sair do tanque e liberação de tinta (FROESCH; MARTHY 1975; 
ANDREWS; TANSEY, 1981). Além disso, indução inadequada 
(incompleta) pode ocorrer em temperaturas baixas (GLEADALL, 2013 
a), devido à redução do efeito narcotizante do etanol (MOORE et al., 
1964). O cloreto de magnésio, assim como o etanol, é um anestésico de 
baixo custo e de fácil acesso e manipulação. Em cefalópodes, foi 
utilizado com sucesso em diversas espécies de diferentes sexos, idades e 
tamanhos (MESSENGER et al., 1985; GORE et al., 2005; SCIMECA, 
2011) inclusive em anestesia de longa duração (MOONEY et al., 2010). 
A hipotermia, por sua vez, possui a vantagem de evitar o uso de drogas 
químicas e seus potenciais efeitos (GLEADALL, 2013 b), em 
contrapartida, pode ser difícil a manutenção da água na temperatura 
desejada, além dos animais apresentarem condição mais rígida do corpo 
dificultando operações cirúrgicas (ANDREWS; TANSEY, 1981). 
Alguns autores relataram que a água fria não produz anestesia adequada 
(GLEADALL, 2013 a) e questionaram sua utilização em procedimentos 




1.6 Agentes patogênicos 
Estudos sobre parasitologia de cefalópodes são escassos. 
Revisões sobre os principais agentes patogênicos em cefalópodes foram 
publicadas na década de 90 (HANLON; FORSYTHE, 1990 a, b; 
HOCHBERG, 1990), entretanto, poucos dados foram publicados nas 
últimas duas décadas (CASTELLANOS-MARTÍNEZ; GESTAL, 2013). 
Os principais agentes patogênicos descritos na literatura são vírus, 
bactérias Gram-negativas do gênero Vibrio, fungos e parasitos. 
 
1.6.1 Vírus 
Estudos recentes foram conduzidos por RODRÍGUEZ-CANUL et 
al. (2012) em O. maya a fim de determinar a presença do vírus da 
mancha branca (WSSV), já que estes animais se alimentam de 
crustáceos, podendo, portanto agir como vetores do vírus. Embora O. 
maya selvagens não apresentarem nenhum sinal de infecção, os autores 
infectaram experimentalmente 10 polvos via oral com camarões 
Litopenaeus vannamei positivos para o vírus e observaram que sete 
polvos contraíram o vírus quatro semanas após a infecção, 
demonstrando a possibilidade de O. maya servir como hospedeiro 
paratênico para o vírus. 
 
1.6.2 Bactérias 
Infecções causadas por Vibrio spp. tem sido descritas em várias 
espécies de cefalópodes (FORD et al., 1986; REIMSCHUESSEL et al., 
1990; FARTO et al., 2003; SANGSTER; SMOLOWITZ, 2003; 
HARMS et al., 2006; SCIMECA, 2011). São detectadas principalmente 
na epiderme e/ou manto causando ulcerações e, em casos mais severos, 
os sistemas circulatório e reprodutivo podem ser afetados levando à 
morte em poucos dias (SANGSTER; SMOLOWITZ, 2003). 
Estas bactérias são comuns em águas costeiras e têm sido 
detectadas em níveis mais elevados na parede dos tanques dos cultivos 
(ELSTON; LOCKWOOD, 1983; SANGSTER; SMOLOWITZ, 2003) 
quando comparado a condições naturais (FORD et al., 1986). Este fato 
reforça a possibilidade de ocorrência de infecções secundárias a 
ulcerações, especialmente se a injúria for causada por colisões no 
ambiente de cultivo (SANGSTER; SMOLOWITZ, 2003; HARMS et al., 
2006). A utilização de boas práticas de manejo pode reduzir o estresse e 





1.6.3 Fungos  
Registros de infecções causadas por fungos são raros em 
cefalópodes. Cladosporium sp. foi observado em uma espécie não 
identificada de polvo (SCIMECA, 2011) e em uma fêmea de S. 
officinalis, com infecção bacteriana local ocasionando ulceração 
(HARMS et al., 2006). Similarmente às infecções bacterianas, as 
infecções fúngicas em cefalópodes são infecções secundárias que 
ocorrem como resultado de um trauma ou pelo comprometimento do 
sistema imune (HARMS et al., 2006). 
 
1.6.4 Parasitos 
Os cefalópodes têm papel importante na transmissão de parasitos, 
uma vez que podem ser hospedeiros primários para protozoários, 
Dicyemida e crustáceos, bem como segundo ou terceiro hospedeiro 
intermediário para digenéticos, cestoides, acantocéfalos e nematoides 
(HOCHBERG, 1990). Algo em torno de 150 espécies de parasitos 
protozoários e metazoários estão relacionadas a um total de 650 espécies 
de cefalópodes (HOCHBERG, 1990), entretanto, esse número pode ser 
bem maior. 
Os parasitos mais frequentemente observados em cefalópodes são 
os coccídeos do gênero Aggregata (Protozoa: Apicomplexa), parasitos 
intracelulares transmitidos por meio da cadeia alimentar, comumente 
relatados em várias espécies de cefalópodes mundialmente distribuídas 
(HOCHBERG, 1990). Atualmente, 10 espécies de Aggregata foram 
descritas infectando lulas, sépias e polvos, sendo descrito inclusive em 
uma espécie de polvo de águas profundas (CASTELLANOS-
MARTÍNEZ; GESTAL, 2013). 
Agreggata spp. têm ciclo de vida heteroxeno, com um crustáceo 
como hospedeiro intermediário para o desenvolvimento do estágio 
assexual do parasito (merogonia), enquanto os cefalópodes são os 
hospedeiros definitivos, nos quais ocorrem os estágios sexuais do 
parasito (gamogonia e esporogonia) (HOCHBERG, 1990) (Figura 3). Os 
estágios assexuais infectam o trato digestório de crustáceos 
(HOCHBERG, 1990) e os estágios sexuais são encontrados no trato 
digestório de cefalópodes, principalmente o ceco, sendo que, em 
infecções mais severas, podem infectar brânquias e musculatura do 





Figura 3: Ciclo de vida de Aggregata sp. A etapa de merogonia ocorre 
em um crustáceo decápode (hospedeiro intermediário) e as etapas de 
gamogonia e esporogonia ocorrem no polvo (hospedeiro definitivo). 1. 
Esporozoíto; 2-6. Desenvolvimento do merozoíto; 7. Merozoíto; 8-10. 
Desenvolvimento do macrogameta; 11. Macrogameta no momento da 
fertilização; 12-15. Desenvolvimento do microgameta; 16. 
Microgameta; 17. Zigoto; 18-20. Desenvolvimento do oocisto; 21. 
Oocisto contendo os esporocistos em desenvolvimento; 22-24. 
Desenvolvimento dos esporocistos; 25. Esporocistos contendo os 







Infecções severas por Aggregata octopiana e Aggregata eberthi 
tem sido observadas nos tratos digestórios de O. vulgaris e S. officinalis, 
respectivamente, selvagens e cultivados em águas europeias (PASCUAL 
et al., 1996; GESTAL et al., 2002 a, b). GESTAL et al. (2002 a) 
observaram diversos efeitos histopatológicos decorrentes da infecção 
por A. octopiana no trato digestório de O. vulgaris, como hipertrofia 
celular com deslocamento nuclear, inflamação, fagocitose, ulceração e 
destruição parcial dos órgãos. Em polvos senescentes, PASCUAL et al. 
(2010) observaram predominância do parasito em estágio de 
esporogonia infectando amplamente os tecidos, fato que pode estar 
relacionado com a liberação de formas infectantes maduras para garantir 
a conclusão do ciclo de vida do parasito. Além disso, os autores 
observaram pouca infiltração de hemócitos ou reações fibróticas nos 
locais de infecção, demonstrando que o sistema imunológico nesta etapa 
da vida pode estar comprometido. 
A coccidiose, doença causada por Aggregata spp., pode afetar 
negativamente as funções gastrointestinais causando diminuição ou mau 
funcionamento das enzimas de absorção, fenômeno conhecido como 
síndrome da má absorção (GESTAL et al., 2002 b). Apesar da 
coccidiose não ser a principal causa de morte, é provável que a síndrome 
da má absorção prejudique o desenvolvimento e crescimento dos 
animais (GESTAL et al., 2002 b). 
Além de Aggregata, outros parasitos têm sido relatados em 
cefalópodes: outros protozoários e metazoários como Dicyemida, 
Monogenea, metacercárias e digenéticos adultos, cestoides, 
acantocéfalos, nematoides e crustáceos (OVERSTREET; HOCHBERG, 
1975; HANLON; FORSYTHE, 1990 a, b; PASCUAL et al., 1996; 
GONZÁLEZ et al., 2003). Até a presente data, estes parasitos não 
parecem causar maiores problemas aos cefalópodes, entretanto, em 
condições de cultivo, pode ocorrer a sua proliferação, levando a 
infecções severas e prejuízos econômicos. 
 
1.7 Sistema imune de cefalópodes 
Os cefalópodes constituem um grupo avançado de moluscos com 
sistema circulatório “fechado” bem desenvolvido, constituído por um 
coração sistêmico e dois corações acessórios (corações branquiais) que 
distribuem a hemolinfa por meio de artérias e capilares para todo o 
corpo, além da presença de um órgão hematopoiético, o corpo branco 
(FORD, 1992). A hemolinfa de cefalópodes é composta por uma fração 
líquida, constituída pelo plasma, rico em hemocianina e que contêm 
diferentes fatores humorais, e por uma fração celular, constituída pelas 
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células circulantes ou hemócitos. O pigmento respiratório hemocianina é 
a proteína mais abundande na hemolinfa, podendo representar até 98% 
do total de proteínas hemolinfáticas (MALHAM et al., 1998 a). Os 
hemócitos, por sua vez, estão envolvidos em várias funções como 
reparação de tecidos, digestão de nutrientes, transporte e excreção 
(FORD, 1992).  
Como em outros invertebrados, o sistema imune de cefalópodes 
conta com fatores celulares e humorais, que agem juntos na eliminação 
de micro-organismos invasores. Os fatores celulares são realizados pelos 
hemócitos que respondem pela fagocitose, formação de cápsulas e 
nódulos, infiltração ou atividades citotóxicas, isolamento e destruição de 
patógenos, enquanto as moléculas dissolvidas no plasma (lectinas, 
aglutininas e lisozimas) são importantes componentes da resposta 
humoral (FORD, 1992). 
Em moluscos bivalves podem-se diferenciar dois tipos de 
hemócitos: os granulares ou granulócitos, que se caracterizam pela 
presença de abundantes grânulos citoplasmáticos e parecem ser as 
células imunologicamente mais reativas e os hemócitos hialinos ou 
hialinócitos, desprovidos ou com número muito reduzido de grânulos 
(VARGAS-ALBORES; BARRACCO, 2001). Até recentemente, apenas 
um tipo de hemócito havia sido identificado em cefalópodes 
(MALHAM et al., 1998 a; RODRÍGUEZ-DOMÍNGUEZ et al., 2006). 
Entretanto, CASTELLANOS-MARTÍNEZ et al. (2014) revelaram a 
existência de duas populações de hemócitos em O. vulgaris. Estes 
autores identificaram uma população predominante, os granulócitos 
grandes, com núcleo excêntrico em forma de U e citoplasma abundante 
com grânulos basofílicos e um segundo tipo de hemócitos, os 
granulócitos pequenos, redondos ou ovais, com núcleo acompanhando o 
formato da célula, ocupando quase sua totalidade, e citoplasma escasso 
contendo grânulos em pequeno número ou totalmente ausentes. 
Em moluscos, os hemócitos tem papel importante na defesa 
interna pelo reconhecimento e eliminação de material não-próprio, bem 
como reparo da concha e de ferimentos (CHENG, 1975). O reparo de 
ferimentos envolve migração e agregação de hemócitos no local da 
injúria para prevenir o extravasamento de hemolinfa, até que as células 
epiteliais cresçam sobre o ferimento para completar a cicatrização 
(CHU, 2000). Em cefalópodes, os hemócitos são capazes de formar um 
agregado que é acompanhado por vasoconstrição e síntese de colágeno 
para ajudar a reparar a lesão (FÉRAL, 1988). 
A fagocitose de agentes microbianos e material não-próprio é um 
importante mecanismo e constitui a primeira linha de defesa de 
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invertebrados (BARRACCO et al., 2008). Em cefalópodes, a atividade 
fagocítica foi verificada em hemócitos de Eledone cirrhosa 
imunoestimulados com Vibrio anguillarum (MALHAM et al., 1997) e 
em hemócitos de O. vulgaris imunoestimulados com zymosan (NOVOA 
et al., 2002; RODRÍGUEZ-DOMÍNGUEZ et al., 2006; 
CASTELLANOS-MARTÍNEZ et al., 2014). CASTELLANOS-
MARTÍNEZ et al. (2014) observaram diferença na habilidade de fagocitose 
pelos dois tipos de hemócitos identificados em O. vulgaris, sendo que os 
granulócitos grandes apresentaram maior atividade fagocítica. 
Quando a quantidade de micro-organismos invasores é maciça ou 
quando as partículas ou patógenos são de grande tamanho e a fagocitose 
não é possível, ocorre a formação de nódulos e cápsulas, 
respectivamente (BARRACCO et al., 2008). Em cefalópodes a 
formação de cápsulas foi observada em infecções causadas por 
helmintos e nematoides devido ao seu grande tamanho mesmo em 
formas larvais (SARDELLA et al., 2000) e em polvos infectados por 
Aggregata spp. (GESTAL et al., 2002 a). 
Alterações no número, morfologia ou viabilidade dos hemócitos 
podem ser usados como indicadores da saúde (ELLIS et al., 2011), visto 
que variações podem ocorrer em animais parasitados ou expostos a 
algum tipo de estresse. MALHAM et al. (1998 a) realizaram sucessivas 
coletas de hemolinfa de E. cirrhosa (0, 2 e 4 horas) e observaram 
aumento significativo no número de hemócitos 2 horas após a primeira 
coleta, decaindo após 4 horas. Variações no número de hemócitos foram 
observadas em E. cirrhosa expostos ao ar por 5 minutos (MALHAM et 
al., 2002). Em O. vulgaris, aumento significativo na quantidade de 
hemócitos circulantes foi observado 4 horas após a infecção com 
lipopolissacarídeos de Escherichia coli quando comparados aos animais 
injetados com solução salina tamponada com fosfato (PBS) 
(LOCATELLO et al., 2013). 
Durante as reações imune-celulares ocorre a produção e liberação 
de moléculas altamente tóxicas que auxiliam na morte e degradação do 
agente invasor, ocasionando aumento do consumo intracelular de 
oxigênio, chamado de burst respiratório, que resulta na produção de uma 
variedade de espécies intermediárias altamente reativas de oxigênio 
(ROIs) e de nitrogênio (RNIs) (BARRACCO et al., 2008). A produção 
de ROIs in vitro já foi relatada em hemócitos de E. cirrhosa 
imunoestimulados com V. anguillarum (MALHAM et al., 2002). 
NOVOA et al., (2002) observaram produção de ROIs e RNIs em 
hemócitos circulantes e células do corpo branco de O. vulgaris 
imunoestimulados com zymosan, demonstrando a capacidade de ambas 
42 
 
as células em reagir contra o agente estranho, como também observado 
em hemócitos de O. vulgaris imunoestimulados com zymosan 
(CASTELLANOS-MARTÍNEZ et al., 2014). 
Os fatores humorais complementam a atividade celular. Dentre 
estes fatores destacam-se as lectinas, proteínas sem atividade catalítica, 
com capacidade de se ligar especificamente a carboidratos da superfície 
de diferentes células, incluindo micro-organismos, causando sua 
aglutinação (BARRACCO et al., 2008). A presença de uma lectina com 
especificidade à lactose foi descrita em O. vulgaris (RÖGENER et al., 
1985). Em O. maya, ALPUCHE et al. (2010) descreveram uma lectina 
(OmA) homóloga à hemocianina do tipo A de Octopus dofleini, com 
especificidade à galactosamina, manose e fucose. Estes autores 
relataram elevada atividade hemaglutinante desta lectina na presença de 
eritrócitos e sugeriram ter um papel na resposta imune pelo 
reconhecimento e aglutinação de oligossacarídeos. 
A lisozima é uma enzima liberada durante o processo de 
fagocitose capaz de romper polissacarídeos complexos ou 
peptidoglicanas das paredes bacterianas (BARRACCO et al., 2008). 
Maior atividade de lisozima foi observada nos hemócitos, na hemolinfa 
e em vários tecidos de polvos E. cirrhosa infectados com V. anguillarum 
quando comparado a animais não infectados (MALHAM et al., 1998 b). 
Similarmente, LOCATELLO et al. (2013) observaram maior atividade 
desta enzima no plasma de O. vulgaris após injeção de 
lipopolisacarídeos de E. coli em relação a animais injetados com PBS. A 
atividade de lisozima também foi detectada no tegumento e em órgãos 
do sistema circulatório de S. officinalis (LE PABIC et al., 2014). 
Dentre as respostas humorais, um dos mais efetivos mecanismos 
imunes de invertebrados contra agentes estranhos é a ativação do 
sistema pró-fenoloxidase. A ativação da forma inativa (proPO) para a 
enzima ativa (PO) ocorre pela ação de serino-proteases, iniciando uma 
cascata proteolítica cujo produto final é a melanina (BARRACCO et al., 
2008). Em cefalópodes, a PO foi caracterizada no saco de tinta de Illex 
argentinus (NARAOKA et al., 2003) e Octopus ocellatus (FAN et al., 
2009). Em embriões de S. officinalis no final da organogênese foi 
detectada a atividade de PO, sugerindo seu papel no sistema imune 
destes animais (LACOU-LABARTHE et al., 2009). Corroborando estes 
resultados, LE PABIC et al. (2014) observaram altas atividades de PO 
no tegumento, bem como nos órgãos dos sistemas respiratório e 
circulatório de S. officinalis nas formas zimogênica e ativa. Estes autores 
também relataram altas atividades de PO na glândula digestiva e seus 
apêndices e sugeriram que este órgão pode servir como reservatório de 
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proPO, entretanto, sugerem futuras investigações para definir o real 
papel da PO neste órgão, levando em consideração a detoxificação e 
metabolismo de hemocianina. 
 
1.8 Conclusões e perspectivas  
Como já mencionado anteriormente, estudos hemato-
imunológicos e parasitológicos em cefalópodes com potencial para 
cultivo, tanto com fins ornamentais ou aquicultura, são de fundamental 
importância devido ao crescente interesse por estes animais. Com o 
aumento dos cultivos, ocorre consequentemente um incremento na 
incidência de patologias causadas por bactérias e/ou parasitos, o que 
pode tornar-se um fator limitante e ameaçar a sustentabilidade dos 
cultivos. O conhecimento das doenças e agentes patogênicos e dos 
mecanismos de defesa em cefalópodes e o entendimento destas relações 
é vital para a manutenção e sucesso dos cultivos e para o diagnóstico e 
desenvolvimento de tratamentos específicos.  
Vários aspectos do sistema imune deste grupo complexo de 
animais precisam ser investigados, como, por exemplo, a identificação 
de proteínas de reconhecimento padrão e peptídeos antimicrobianos, 
bem como as reações imune-celulares, os mecanismos líticos e 
degradativos e o sistema proPO. Estudos futuros relativos à infecção 
experimental com patógenos e resposta inflamatória frente a diferentes 
flogógenos normalmente utilizados em vertebrados merecem ser 
realizados para compreensão da cinética da resposta inflamatória dos 
hemócitos. Outra linha de pesquisa promissora é o estudo de substâncias 
imunoestimulantes em espécies consideradas prioritárias para a 
aquicultura, a fim de conferir uma maior imunocompetência em 








2. ESPÉCIE DE ESTUDO: Octopus maya 
 
2.1 Classificação taxonômica  
Filo: Mollusca     








Espécie: Octopus maya (Voss e Solís-Ramirez, 1966) 
(ITIS, 2016) 
 
2.2 Distribuição geográfica 
Octopus maya é uma espécie endêmica da Península de Yucatán, 
México, e ocorre nos estados de Campeche, Yucatán e Quintana Roo, 
desde Ciudad del Carmen até Isla Mujeres (VOSS; SOLÍS-RAMIREZ, 
1966; ROSAS et al., 2014) (Figura 4). Habita águas rasas da plataforma 
continental, em profundidades que variam de 0-50 m (JEREB et al., 
2014) e ocupa fundos lodosos ou calcários compostos por recifes, 
vegetação marinha constituída principalmente por Thalassia testudinum, 
conchas vazias de moluscos gastrópodes (Strombus gigas, S. costatus e 
Pleuroploca gigantea) e covas onde possam desovar e esconder-se de 
predadores (SOLÍS-RAMÍREZ, 1967). 
 
2.3 Características gerais 
Octopus maya é uma espécie grande e robusta, com braços 
longos, 3 a 4,5 vezes o comprimento do manto, podendo atingir 
comprimento e peso total de 130 cm e 5 kg, respectivamente (JEREB et 
al., 2014). Uma de suas características marcantes é a presença de ocelos, 
visíveis como uma mancha escura com uma mancha central clara 
(JEREB et al., 2014) dos lados esquerdo e direito entre o segundo e 








Figura 4: Distribuição geográfica de Octopus maya. 
 
 
O ciclo de vida de O. maya é de 8 a 12 meses (HANLON; 
FORSYTHE, 1985). Estima-se que o pareamento ocorre a partir de 
setembro a outubro, meses em que frequentemente são encontradas 
fêmeas completamente maduras; entre novembro e dezembro se 
observam massas de ovos recém depositadas e, inclusive, fêmeas 
incubando; em dezembro pode-se observar duas regiões distintas em 
cada ovo, o embrião e o saco vitelínico, e em janeiro é frequente 
encontrar ovos recém eclodidos; por fim, em fevereiro esta situação se 
torna mais evidente, terminando assim o período normal reprodutivo da 
espécie (SOLÍS-RAMÍREZ, 1967). 
A reprodução ocorre perto da costa onde cada fêmea geralmente 
deposita entre 1.500 e 2.000 ovos (SOLÍS-RAMÍREZ, 1967). Durante a 
cópula, como ocorre em outros octópodes, os machos inserem o 
hectocótilo na cavidade do manto da fêmea, através do qual transferem 
os espermatóforos para o oviduto (BOYLE; RODHOUSE, 2005). O 
esperma pode ser armazenado pela fêmea durante vários meses até a 
fecundação (ROCHA, 2003). Após a desova, as fêmeas de O. maya se 
dedicam exclusivamente ao cuidado e proteção dos ovos até sua eclosão, 
que ocorre entre 50 a 60 dias (ROSAS et al., 2014).  
Possuem desenvolvimento direto e os ovos estão entre os maiores 
dentre as espécies de polvo, podendo atingir 17 mm de comprimento 
(VOSS; SOLÍS-RAMIREZ, 1966), que produzem juvenis de 6-7 mm de 
comprimento de manto (ROPER et al., 1984). Os animais apresentam 
hábito bentônico imediatamente após a eclosão. Nos primeiros meses de 
vida, em ambiente natural, se alimentam de presas vivas e sua dieta está 
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composta principalmente por zooplâncton, que inclui diversas espécies 
de isópodos, anfípodos e outras larvas de crustáceos (VAN 
HEUKELEN, 1977). A dieta dos adultos inclui siris (Menippe 
mercenaria), gastrópodes (Nerita sp.) e peixes. Dentre seus principais 
predadores destacam-se as garoupas (Serranidae) e as cavalas 
espanholas (Scombridae) (ROSAS et al., 2014).  
 






A pesca de O. maya é uma das mais importantes na região, 
gerando cerca de 15.000 empregos e mais de 27 milhões de dólares 
anuais (JURADO-MOLINA, 2010). A produção anual varia entre 
10.000 e 20.000 toneladas, sendo que cerca de 70% deste total é 
exportado para a Europa e Ásia (ROSAS et al., 2014). Apesar da 
abundância deste recurso na Península de Yucatán, o aumento da pesca 
tem provocado uma diminuição das populações de maneira 
generalizada, o que pode provocar uma sobre exploração (CHÁVEZ, 
1994; SOLÍS-RAMÍREZ, 1994).  
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A pesca de O. maya e de O. vulgaris no México é regulamentada 
pela legislação mexicana (NORMA Oficial Mexicana 008-PESC-1993 e 
009-PESC-1993) que estabelece o tamanho mínimo de captura (110 mm 
de comprimento de manto), uma quota anual de pesca para cada espécie 
(que varia a cada ano) e a época de defeso nos estados de Campeche, 
Yucatán e Quintana Roo (16 de dezembro a 31 de julho de cada ano) 
(CONAPESCA, 2015). 
A captura é realizada por pesca de “gareteo”, método em que se 
utiliza uma pequena embarcação na qual são colocadas duas varas ou 
“jimbas” de bambu, uma na proa e outra na popa (Figura 6 A). Ao longo 
destas varas, se prendem linhas de pesca de nylon e, no outro extremo 
livre, um siri (Menippe mercenaria, Callinectes ornatus ou Libinia 
emarginata) como isca. Peças de chumbo são presas cerca de 20 cm do 
siri para assegurar que não flutue. A embarcação é deixada à deriva ou 
“al garete” de tal maneira que seja levada por ação do vento e das 
correntes, arrastando a isca ao fundo. Quando o siri é capturado pelo 
polvo, se observa uma certa tensão na linha, e o pescador imediatamente 
a recolhe e captura o polvo com as mãos (SOLÍS-RAMÍREZ; 
CHÁVEZ, 1985) (Figura 6 B). 
 
Figura 6: A. Barcos de pesca de Octopus maya na costa de Sisal, 
Yucatán, México; B. Espécime de Octopus maya sendo capturado por 




Octopus maya tem sido cultivado no laboratório, inclusive por 
várias gerações consecutivas (SOLÍS-RAMIREZ, 1967; HANLON; 
FORSYTHE, 1985; VAN HEUKELEM, 1983). Apresenta crescimento 
rápido devido as suas elevadas taxas de ingestão e de conversão 




que lhes permite alcançar 1 kg em 4 meses e peso máximo em 9 meses 
quando cultivada a 25
o
C (VAN HEUKELEM, 1983). Aceita alimento 
morto ou preparado imediatamente após o nascimento e se adapta 
facilmente as condições de laboratório (ROSAS et al., 2007). Esta 
característica permite o uso de dietas preparadas em lugar das dietas 
vivas, reduzindo assim os custos de produção em 40 a 80% do custo 
inicial (HANLON et al., 1991).  
Na Universidad Nacional Autónoma de México (UNAM), os 
primeiros estudos relacionados com o cultivo de O. maya começaram 
em 2004 (ROSAS et al., 2014). Entre 2006 e 2012, mais de 280 desovas 
foram realizadas a partir de fêmeas selvagens com peso médio de 
815±16 g, das quais foram obtidos um total 250.000 ovos, que deram 
origem a juvenis recém eclodidos de 0.13± 0.001 g (N=553) (VIDAL et 
al., 2014).  
O cultivo de O. maya na UNAM ocorre a partir de animais 
coletados no ambiente, que são acondicionados em tanques externos de 
12.000 L (Figura 7 A), em sistema de circulação contínua de água do 
mar, durante algumas semanas para que ocorra a cópula. Nestes tanques, 
machos e fêmeas são mantidos na proporção de 1:1 e alimentados duas 
vezes ao dia com siris congelados (Callinectes spp.). Tubos de PVC (4 
polegadas de diâmetro) são utilizados nos tanques como refúgio, na 
proporção de pelo menos um tubo por animal. Após este período, as 
fêmeas são individualmente acondicionadas em tanques de 320 L, com 
fotoperíodo de 10:14 h luz vermelha-escuro, nos quais são adicionados 
tubos de PVC ou caixas específicas para oviposição, onde são mantidas 
até a desova. A desova completa dura aproximadamente 5 dias (vide 
revisões ROSAS et al., 2014; VIDAL et al., 2014). 
Sob condições de laboratório, os ovos fertilizados são incubados 
artificialmente (Figura 7 B) e eclodem após 45-50 dias a 24±1
o
C 
(VIDAL et al., 2014). As crias recém-eclodidas (Figura 8 A) possuem 
saco vitelínico interno que é usado como combustível durante o estágio 
pós-eclosão, por esta razão, os animais não se alimentam nos primeiros 
5-7 dias (ROSAS et al., 2014). O crescimento de juvenis é realizado em 
tanques externos, nos quais são colocadas conchas de Melongena 
corona bispinosa como refúgios (Figura 8 B). Espécimes recém 
eclodidos e juvenis de O. maya são alimentados com dieta artificial 
semiúmida à base de lula e siri (ROSAS et al., 2008; ROSAS et al., 




Figura 7: Cultivo de Octopus maya na Universidad Nacional Autónoma 
de México (UNAM, Unidad Académica Sisal), Sisal, Yucatán, México. 
A. Acondicionamento de espécimes selvagens de Octopus maya nas 
instalações da UNAM; B. Incubação artificial de ovos de Octopus maya. 
  
 
Figura 8: Cultivo de Octopus maya na Universidad Nacional Autónoma 
de México (UNAM, Unidad Académica Sisal), Sisal, Yucatán, México. 









Os polvos Octopus spp. têm sido objeto de muitos estudos, 
principalmente nas áreas de reprodução, nutrição, pesca, cultivo entre 
outras (vide revisões HANLON; FORSYTHE, 1985; VAZ-PIRES et al., 
2004; ROCHA, 2003; HAIMOVICI et al., 2014; ROSAS et al., 2014; 
VIDAL et al., 2014). Entretanto, estudos sobre parâmetros de hemolinfa 
fauna parasitária, e anestésicos são escassos (vide revisões FORD, 1992; 
HOCHBERG, 1990; CASTELLANOS-MARTÍNEZ; GESTAL, 2013; 
CASTELLANOS-MARTÍNEZ et al., 2014; GLEADALL, 2013a).  
A determinação dos parâmetros de hemolinfa em cefalópodes 
selvagens e cultivados de diferentes idades, sexos e tamanhos é 
importante para o estabelecimento de valores de referência e 
identificação de situações adversas, permitindo aperfeiçoar o 
monitoramento dos animais em cultivo. Além disso, a identificação da 
fauna parasitária de animais selvagens pode auxiliar no conhecimento de 
possíveis parasitos que, em situações de cultivo, podem causar 
enfermidades, resultando em perdas diretas da produção e aumento dos 
custos operacionais, como já observado em cultivos de peixes.  
Em laboratório, os anestésicos são comumente utilizados em 
situações de rotina com a finalidade de facilitar o manejo, prevenir 
lesões, reduzir o estresse e promover o bem-estar dos animais. 
Diferentes espécies de cefalópodes podem reagir de maneira distinta a 
diferentes agentes anestésicos. Desta forma, estudos espécie-específicos 
são importantes para a determinação do anestésico ideal para cada 
espécie.  
Como mencionado anteriormente, O. maya é uma espécie com 
grande potencial para a aquicultura, devido ao seu desenvolvimento 
direto, fácil adaptação em condições de cultivo e aceitação de alimento 
congelado ou dietas artificiais. Entretanto, até a presente data, poucos 
estudos relacionados a parâmetros de hemolinfa e fauna parasitária e 
nenhum estudo sobre anestésicos foram realizados para esta espécie. 
Estudos relacionados a estes temas em animais com potencial para o 
cultivo tornam-se essenciais diante do crescente potencial desta 










4.1 Objetivo geral 
 Aumentar o conhecimento sobre anestésicos, fauna parasitária e 
parâmetros de hemolinfa em polvos Octopus maya. 
 
4.2 Objetivos específicos 
 Caracterizar o estado de saúde de fêmeas de O. maya em 
diferentes tempos pós-desova; 
 Analisar a fauna parasitária e determinar os índices 
parasitológicos em fêmeas de O. maya em diferentes tempos 
pós-desova; 
 Avaliar o consumo de oxigênio, o comportamento e o 
crescimento de juvenis de O. maya expostos a diferentes 
agentes anestésicos e concentrações; 
 Testar em adultos de O. maya as melhores concentrações de 
cada agente anestésico utilizado em juvenis; 
 Avaliar se os anestésicos influenciam nos parâmetros de 









5. FORMATAÇÃO DA TESE 
 
Esta Tese está dividida em cinco capítulos. O primeiro capítulo é 
referente a introdução geral e revisão de literatura. Os capítulos II, III, 
IV e V são referentes aos artigos científicos e estão formatados de 
acordo com as normas das revistas para as quais os artigos serão 













Estado de saúde de fêmeas de Octopus maya (Cephalopoda: 
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 Primeira descrição do estado de saúde de fêmeas de O. maya 
pós-desova. 
 Avalição de aspectos fisiológicos, metabólicos e imunológicos 
de O. maya. 
 Fêmeas de O. maya são capazes de se adaptar e se manterem 
saudáveis até 40 dias pós-desova. 
 
 
Artigo redigido de acordo com as normas da Revista Fish and Shellfish 








Após a desova, fêmeas de octópodes (subordem Incirrina) geralmente 
param de se alimentar e apresentam cuidado materno dos ovos até sua 
eclosão, entretanto, pouca informação sobre a condição geral das fêmeas 
durante e após este período está disponível na literatura. Este estudo teve 
como objetivo avaliar o estado de saúde de fêmeas de Octopus maya em 
diferentes dias pós-desova (DPD). Foram avaliadas 25 fêmeas de O. 
maya considerando variáveis fisiológicas (peso corporal total, perda de 
peso corporal total, peso da glândula digestiva e gônada e capacidade 
osmótica), metabólicas (proteínas, glicose, colesterol, acilglicerídeos e 
concentração de hemocianina) e imunológicas (contagem total de 
hemócitos, atividade aglutinante e de fenoloxidase) e comparados os 
valores registrados em 1, 10, 20, 30 e 40 DPD. ANOVA de uma via e 
teste de Newman-Keuls foram utilizados para verificar diferenças 
significativas entre os diferentes DPD, com um nível de significância de 
5%. Em relação às variáveis fisiológicas, pode-se observar uma maior 
perda de peso corporal com o passar dos DPD, aliado a um decréscimo 
dos índices hepatossomático e gonadossomático (p<0,05). Nas variáveis 
metabólicas, não foram observadas diferenças significativas na 
concentração de hemocianina e nos metabólitos plasmáticos, com 
exceção da glicose (p<0,05), que apresentou níveis mais elevados em 
fêmeas após 10 e 20 DPD. Já nas variáveis imunológicas, foi possível 
observar maior atividade aglutinante em fêmeas analisadas em 40 DPD 
(p<0,05) e um decréscimo significativo na contagem de hemócitos 
(p<0,05) a partir de 20 DPD. Nossos resultados indicam que apesar das 
evidentes alterações nas variáveis fisiológicas, aliadas a alterações nos 
índices de glicose, indicando que as fêmeas de O. maya usam suas 
próprias reservas durante este período, pode-se observar uma adaptação 
e uma compensação imunológica que permitiu às femeas manterem-se 
saudáveis até 40 DPD.  
 





Octopus maya (Voss e Solís-Ramirez, 1966) é uma espécie 
endêmica da Península de Yucatán e um dos recursos pesqueiros mais 
importantes da região [1]. Em geral, fêmeas de O. maya estão 
60 
 
funcionalmente maduras a partir de 300 g de peso corporal [2] e podem 
produzir de 1500 a 2000 ovos de mais de 17 mm de comprimento, que 
produzem juvenis de 6 – 7 mm de comprimento de manto [3]. 
Como outros octópodes (subordem Incirrina), após a desova, as 
fêmeas de O. maya se dedicam exclusivamente ao cuidado dos ovos até 
sua eclosão. O cuidado materno geralmente inclui a proteção da massa 
de ovos de potenciais predadores, ventilação através da expulsão de 
jatos de água, limpeza da superfície dos ovos e remoção de embriões 
mortos [4]. No laboratório, a incubação artificial tem sido utilizada na 
prevenção de perda de ovos com grande sucesso no cultivo de O. maya 
[5]. Sob estas condições, os ovos fertilizados eclodem após 45 – 50 dias 
a 24 ± 1 
o
C [4]. 
Sob condições de laboratório, estudos considerando a condição 
nutricional [6, 7] e diferentes temperaturas de aclimatação [8, 9] em 
fêmeas de O. maya no período pré-desova foram realizados. Entretanto, 
pouca informação sobre a condição geral das fêmeas durante o período 
de cuidado materno e pós-desova está disponível na literatura. Assim, o 
objetivo do presente estudo foi avaliar o estado de saúde de fêmeas de 
O. maya em diferentes dias pós-desova. 
 
2. Materiais e métodos 
 
2.1 Coleta e manutenção dos animais 
 
Espécimes de O. maya foram capturados utilizando linhas de 
pesca e siri como isca, na costa de Sisal (Península de Yucatán, México) 
e transportados em tanques circulares de 120 L com água do mar para o 
Laboratório Experimental de Espécies Marinas da Universidad 
Nacional Autónoma de México (UNAM/Sisal). No laboratório, machos 
e fêmeas (1:1) foram acondicionados em tanques circulares de 12.000 L, 
em sistema de fluxo aberto de água do mar, durante 2 semanas para 
aclimatação e para assegurar que a cópula ocorreu. Tubos de PVC (4 
polegadas de diâmetro) foram utilizados nos tanques como refúgio. Os 
polvos foram alimentados duas vezes ao dia com siris congelados 
(Callinectes spp.) [1].  
Após este período as fêmeas foram aclimatadas individualmente 
em tanques retangulares de 320 L com recirculação contínua e aeração 
constante até a desova. Nestas condições, as fêmeas foram alimentadas 
com dietas artificiais balanceadas com base composta de siri 
(Callinectes spp.) de acordo com a exigência nutricional da espécie [7] 
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por pelo menos 15 dias até a desova. Após a desova, os ovos foram 
separados e incubados artificialmente e as fêmeas foram pesadas e 
mantidas nos tanques sem alimentação até as análises. As condições da 
água do mar nestes tanques foram de 24,6 ± 0,8 °C, salinidade 35 – 38, 
oxigênio dissolvido 6,34 ± 0,25 mg.L
–1
, pH 7,42 ± 0,2 e fotoperíodo 
10:14 h luz vermelha-escuro. A limpeza dos tanques foi realizada 
diariamente. Um total de 25 fêmeas foram analisadas considerando 
variáveis fisiológicas, metabólicas e imunológicas em 1, 10, 20, 30 e 40 
dias pós-desova (DPD) (n=5 fêmeas / DPD). 
 
2.2 Coleta e preparo de hemolinfa 
 
Para a extração de hemolinfa, as fêmeas foram anestesiadas por 
hipotermia (16
o
C abaixo da temperatura do tanque de manutenção). 
Após os animais atingirem um estado de sedação (diminuição da taxa 
respiratória e perda da coloração e da postura normal), realizou-se 
cuidadosamente um corte longitudinal no manto até a liberação da aorta 
cefálica. A hemolinfa foi coletada diretamente da aorta cefálica 
utilizando-se um cateter conectado a um tubo Falcon de 5 mL e usada 
imediatamente ou mantida sob refrigeração (2 – 8 
o
C) até o uso. 
A hemolinfa foi centrifugada a 800 × g por 5 min a 4 
o
C para 
separar o plasma, utilizado para avaliar os metabólitos plasmáticos e 
atividade aglutinante e de fenoloxidase. O pellet celular de cada amostra 
foi lavado duas vezes com solução SIC-EDTA (0,45 M NaCl, 10 mM 
KCl, 10 mM HEPES e 10 mM EDTA–Na2; pH 7,3) e centrifugado 
novamente como descrito acima. Posteriormente, ressuspendeu-se várias 
vezes o pellet celular com solução tampão de cacodilatos (10 mM ácido 
cacodílico, 10 mM CaCl; pH 7,0) em volume semelhante e centrifugado 
a 16.000 × g por 5 min a 4 °C. O sobrenadante foi utilizado para avaliar 
a atividade de fenoloxidase de degranulado de hemócitos e sistema 
(plasma e degranulado de hemócitos).  
 
2.3 Variáveis fisiológicas  
 
Após a anestesia, os animais foram pesados (peso corporal total) 
e subsequentemente à coleta de hemolinfa, procedeu-se a eutanásia por 
destruição do cérebro. A gônada e a glândula digestiva foram retiradas e 
pesadas separadamente para obtenção dos índices gonadossomático e 
hepatossomático, respectivamente, de acordo com Cortez et al. [10].  
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A pressão osmótica da hemolinfa e da água do mar do tanque de 
acondicionamento das fêmeas foram medidas utilizando um 
microosmômetro (20 L/amostra) (3 Mo-Plus, Advanced Instruments, 
USA). Os resultados foram expressos em mOsm kg
−1
. A capacidade 
osmótica (CO) foi definida como a diferença entre a pressão osmótica da 
hemolinfa e do meio externo [11]. 
 
2.4 Variáveis metabólicas 
 
As concentrações de glicose, colesterol e acilglicerídeos no 
plasma foram determinadas, em triplicata, em microplacas de 96 poços 
com fundo chato utilizando-se kits cromogênicos comerciais específicos 
(ELITech Group
®
). Brevemente, adicionou-se 10 μL de plasma a 200 
μL do reagente enzimático apropriado para cada amostra. A 
concentração de proteína também foi determinada em formato de 
microplacas de 96 poços com fundo chato. Entretanto, neste caso, o 
plasma foi previamente diluído (5 μL de plasma em 2.000 μL de água 
estéril) e posteriormente, adicionou-se 10 μL desta solução a 200 μl de 
uma solução comercial (Biorad Protein assay 500-0006), de acordo com 
o método de Bradford [12]. Albumina do soro bovino foi utilizada como 
padrão. Os valores de absorbância de cada metabólito plasmático foram 
registrados em um leitor de microplacas (Biorad model 550) e as 
concentrações (mg mL
−1
) calculadas utilizando-se curvas padrões 
considerando o valor de diluição para cada amostra. Todos os 
metabólitos plasmáticos foram determinados em triplicata.  
A concentração de hemocianina foi medida utilizando-se 10 μL 
de hemolinfa diluída em 990 μL de solução TRIS (0,1 M; pH 8,0) e 
mediu-se a absorbância em 335 nm (UV-SENSE; SLM AMINCO Mod 
DW). A concentração de hemocianina foi calculada usando um 
coeficiente de extinção de 17,26 calculado com base na subunidade 
funcional de 74 kDa [13, 14].  
 
2.5 Variáveis imunológicas  
 
Para evitar a ativação do sistema imunológico por endotoxinas, 
todas as vidrarias foram lavadas previamente à utilização com Etoxa-
clean (Sigma Chemical Co) e as soluções foram preparadas utilizando-se 
água livre de pirógenos. A contagem total de hemócitos foi realizada, 
em duplicata, em câmera de Neubauer a partir de hemolinfa fixada em 
Alsever (115 mM C6H12O6, 30 mM Na3C6H5O7, 338 mM NaCl, 10 mM 
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EDTA.Na2; pH 7,0) formalina 4% em diluição de 1:3. As amostras 
foram mantidas sob refrigeração (2 – 8 °C) até as análises.  
A atividade aglutinante foi avaliada utilizando-se sangue humano 
(tipo O+) obtido de um banco de sangue local. Antes do uso, os 
eritrócitos foram lavados três vezes com solução salina 0,9%, 
centrifugados a 380 × g à 25 °C por 5 min e então ajustado a um volume 
final de 2%. Amostras de 50 L de plasma dos polvos foram 
adicionados em poços de uma microplaca de 96 poços com fundo em U 
e uma diluição serial de 2 vezes foi utilizada com solução salina 0,9% 
como diluente. O mesmo volume de solução de eritrócitos foi 
adicionado a cada poço e incubado por 2 – 3 h à temperatura ambiente. 
Nos controles, substituiu-se o plasma dos polvos por solução salina 
0,9%. O título de atividade natural de aglutinação do plasma dos polvos 
foi expresso como o recíproco da diluição mais alta que mostrou um 
padrão visível de aglutinação [15].  
As atividades de fenoloxidase (FO) total (FOT), plasmática 
(FOplas), em degranulado de hemócitos (FOdh) e sistema (plasma e 
degranulado de hemócitos) (FOsis) foram mensuradas por 
espectrofotometria, em triplicatas, em microplacas de 96 poços com 
fundo chato [16, 17]. A técnica foi ajustada para O. maya. Brevemente, 
para atividade de FOT, 50 μL de plasma (ou degranulado de hemócitos, 
no caso de FOdh) foram incubados com volume igual de tripsina (1 mg 
mL
−1
; Sigma) por 10 min à 37 
o
C. Posteriormente, 180 μL de L-DOPA 
(L-3,4-diidroxifenilalanina, 3 mg mL−1; Sigma) foram adicionados a 
cada poço e a microplaca incubada por mais 10 min a 37 
o
C. Para a 
atividade de FOplas e FOsis, utilizou-se o mesmo protocolo, entretanto, 
em FOplas, a tripsina foi substituída por água livre de pirógenos e em 
FOsis, por degranulado de hemócitos. Nos brancos, utilizou-se água 
livre de pirógenos em substituição à tripsina. A absorbância foi medida 
em 490 nm em leitor de microplacas (Biorad model 550). Os resultados 
foram expressos com o incremento de 0,001 em densidade óptica [16]. 
 
2.6 Análises estatísticas  
 
Os dados das variáveis fisiológicas, metabólicas e imunológicas 
foram testados para normalidade utilizando-se o teste de Kolmogorov-
Smirnov, bem como para homocedasticidade das variâncias com o teste 
de Bartlett. ANOVA de uma via foi utilizada para verificar diferenças 
significativas entre os diferentes DPD.  a análise post hoc foi utilizado 
o teste de Newman-Keuls. Os dados foram analisados utilizando o 
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3.1 Variáveis fisiológicas 
 
Após a desova, as fêmeas apresentaram peso corporal total médio 
de 1.214,00 ± 481,14 g. Com o passar dos DPD foi possível observar o 
aumento gradativo da perda de peso corporal (p<0,05), atingindo um 
total de 30,7 ± 5,33% em fêmeas analisadas em 40 DPD. Em ambos os 
índices hepatossomático e gonadossomático, ocorreu decréscimo a partir 
dos 10 DPD (p<0,05). A capacidade osmótica das fêmeas de O. maya 
foi similar durante todo o período (Fig. 1). 
 
3.2 Variáveis metabólicas  
 
Em relação às variáveis metabólicas, não foram observadas 
diferenças significativas nos metabólitos plasmáticos, entre os diferentes 
DPD, com exceção da glicose (p<0,05), que apresentou níveis mais 
elevados em fêmeas após 10 e 20 DPD. A concentração de hemocianina 
foi similar durante todo o período pós-desova (Fig. 2). 
 
 
3.3 Variáveis Imunológicas 
 
As atividades de FO (FOT, FOdh, FOplas e FOsis) foram 
similares em todo o período esperimental; já a atividade aglutinante, 
aumentou com o tempo pós-desova atingindo seu máximo em fêmeas 
analisadas em 40 DPD (p<0,05). O número total de hemócitos 
circulantes na hemolinfa apresentou grande variabilidade individual e 







Dias pós-desova  
Fig. 1. Variáveis fisiológicas (média ± desvio padrão) de fêmeas de 
Octopus maya em diferentes dias pós-desova. PCT: peso corporal total; 



























































































   
Dias pós-desova 
Fig. 2. Variáveis metabólicas (média ± desvio padrão) em fêmeas de 
Octopus maya em diferentes dias pós-desova. Prot: proteínas; Glic: 






























































































Fig. 3. Variáveis imunológicas (média ± desvio padrão) em fêmeas de 
Octopus maya em diferentes dias pós-desova. FOT: atividade de 
fenoloxidase total; FOplas: atividade de fenoloxidase em plasma; FOdh: 
atividade de fenoloxidase em degranulado de hemócitos; FOsis: 
atividade de fenoloxidase em plasma e degranulado de hemócitos; 
OD490: densidade óptica em 490 nm; Hgl: atividade aglutinante; CTH: 






















































































































Durante o cuidado materno, as fêmeas de polvos têm sua 
vulnerabilidade e esforços metabólicos incrementados, o que leva a uma 
redução da sobrevivência pós-reprodutiva [19]. Usualmente, as fêmeas 
vivem até o desenvolvimento embrionário estar completo, mas em 
alguns casos, dependendo da condição da fêmea, pode ocorrer a morte 
antes da eclosão dos ovos, comprometendo a sobrevivência da prole [4]. 
Estudos sobre a condição geral das fêmeas durante o período pós-desova 
são escassos. Assim, no presente estudo, são apresentadas pela primeira 
vez informações sobre fêmeas de O. maya em diferentes dias pós-desova 
considerando variáveis fisiológicas, metabólicas e imunológicas. 
No período que antecede a desova, o crescimento somático pode 
ser crucial para determinar os eventos subsequentes [20]. Durante 
período reprodutivo em polvos, é possível observar a mobilização dos 
recursos do tecido somático para o gamético, sendo a maturação final 
parcialmente atingida às custas do tecido muscular e da glândula 
digestiva [21, 22]. Entretanto, estudos mais recentes sugerem que a 
maturação final é alcançada preferencialmente por meio da alimentação 
em vez de produtos estocados [20, 23, 24]. 
Fêmeas de polvos possivelmente devem balancear a energia 
alocada para a produção dos ovos e ao mesmo tempo manter energia 
suficiente para incubá-los até sua eclosão [25]. Similarmente a outros 
octópodes, fêmeas de O. maya cessam a alimentação durante o cuidado 
materno. A ausência da alimentação acarreta no consumo das reservas 
endógenas [26, 27, 28], o que resulta em alterações fisiológicas que 
podem ser refletidas por visível perda de peso [29] e finalmente irão 
culminar com a morte das fêmeas após a eclosão dos ovos [4].  
A perda de peso corporal em fêmeas de polvos pós-desova pode 
ser observada tanto em ambiente natural quanto em condições de 
laboratório ou aquário. No ambiente natural, observou-se perdas de 50 a 
71% em fêmeas de Enteroctopus dofleini durante o cuidado materno 
[30]. Em laboratório, fêmeas de Octopus mimus perderam 25% do peso 
corporal total [10], enquanto fêmeas de Octopus cyanea perderam 36% 
[31]. Em O. vulgaris esta perda pode ser superior a 50% [32, 33]. Em 
condições de aquário, E. dofleini apresentaram perda média de 49,5%, 
enquanto fêmeas de Octopus rubescens perderam em média 50,3% do 
peso corporal total antes de morrerem [25].  
No presente estudo, resultados semelhantes podem ser 
observados, já que fêmeas de O. maya apresentaram perda de peso 
69 
 
corporal gradativa com o passar do tempo, atingindo 30,7 ± 5,33% em 
40 DPD. Entretanto, esta perda provavelmente pode ser maior até o final 
do período de cuidado materno, já que a eclosão dos ovos geralmente 
ocorre em 45 – 50 DPD à 24 ± 1 
o
C [1, 4] e as fêmeas usualmente 
morrem em 45 – 61 DPD [31].  
O peso da glândula digestiva e condição em fêmeas de polvos 
geralmente aumenta significativamente com a maturação [10, 23, 34]. 
Por outro lado, a redução no peso da glândula digestiva e a deterioração 
na condição associada ao jejum e ao cuidado materno em espécimes 
pós-desova podem ser observados [10, 22, 34, 35, 36]. Adicionalmente, 
foi documentado um decréscimo de proteínas, carboidratos e lipídeos na 
glândula digestiva e músculo no período compreendido entre a desova e 
a eclosão dos ovos. Estas drásticas alterações bioquímicas e estruturais 
irreversíveis diminuem a expectativa de vida das fêmeas e estão 
fortememente relacionadas às mudanças degenerativas que ocorrem 
após a reprodução [35]. 
Situação semelhante pode ser observada com o peso da gônada e 
índice gonadossomático, ocorrendo aumento no período de maturação e 
o colapso após a incubação dos ovos [37, 38]. Similarmente, no presente 
estudo, foi possível observar o decréscimo em ambos os índices 
hepatossomático e gonadossomático em fêmeas de O. maya a partir de 
10 DPD, sendo os resultados obtidos após 40 DPD similares aos obtidos 
em fêmeas de O. vulgaris pós-desova [37]. 
Os parâmetros de hemolinfa têm sido usados para monitorar a 
condição nutricional, fisiológica e imunológica em moluscos e 
crustáceos [i.e 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46]. Variáveis metabólicas, 
como metabólitos plasmáticos (proteínas, lipídeos, acilglicerídeos e 
colesterol) e concentração de hemocianina, podem auxiliar no 
monitoramento nutricional e do estado de saúde em camarões [40, 41, 
47, 48]. Por outro lado, glicose [49, 50, 51] e lactato [50] têm sido 
propostos como indicadores de estresse nestes animais. Em O. maya, 
foram observadas diferenças nos metabólitos plasmáticos e concentração 
de hemocianina causadas pela composição da dieta, indicando que estes 
parâmetros podem refletir no estado nutricional e/ou fisiológico destes 
animais [43].  
A capacidade osmótica é um indicador que permite avaliar os 
efeitos de diferentes fatores de estresse em camarões [39]. Nestes 
animais, variações nos valores de capacidade osmótica podem ocorrer 
com o tamanho, estado nutricional, estágio de desenvolvimento e de 
muda [11]. Em cefalópodes, a capacidade osmótica provavelmente 
também pode ser utilizada como um indicador de estresse, entretanto, 
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estudos devem ser realizados para o estabelecimento de valores de 
referência. No presente estudo, não foram encontradas diferenças 
significativas na capacidade osmótica em fêmeas de O. maya pós-
desova, evidenciando que as fêmeas foram capazes de manter a 
homeostase desde o enfoque do balanço hidromineral. 
Fêmeas em jejum ou senescentes utilizam a dissolução do tecido 
muscular como combustível, o que deixa a taxa metabólica em um nível 
alto anormal [21]. Em fêmeas de Octopus tehuelchus pós-desova, 
observou-se redução dos níveis de proteínas e fosfolipídeos no manto, 
glândula digestiva e braços, atribuídos ao jejum e aos esforços durante a 
incubação dos ovos [35]. Em camarões em jejum, um dos principais 
mecanismos utilizados para obtenção de energia na ausência da 
alimentação é o catabolismo de aminoácidos livres e lipídeos, o que 
diminui a concentração de proteína total no soro [52].  
Além dos metabólitos plasmáticos, a concentração de 
hemocianina também está diretamente relacionada com o estado 
nutricional de camarões [53, 54]. A hemocianina é uma proteína que 
contem cobre e representa aproximadamente 98% do total de proteínas 
na hemolinfa de polvos [55]. Esta proteína serve como pigmento 
respiratório em artrópodes e moluscos e também como proteína de 
estocagem [56].   
No presente estudo, os níveis dos metabólitos plasmáticos 
proteínas, colesterol e acilglicerídeos e a concentração de hemocianina 
foram similares nas fêmeas de O. maya em diferentes DPD. Por outro 
lado, pode-se observar maior nível de glicose em fêmeas após 10 e 20 
DPD. A partir dos resultados obtidos das variáveis fisiológicas aliadas às 
metabólicas, pode-se concluir que as reservas do músculo, gônada e 
glândula digestiva permitem manter o catabolismo em fêmeas pós-
desova de O. maya, fato que pode ser observado pela manutenção dos 
níveis de proteínas plasmáticas e concentração de hemocianina nos 
diferentes DPD. Além disso, o aumento do nível de glicose 
provavelmente é derivado da quebra das reservas energéticas por meio 
da gliconeogênese, comumente observada em animais durante períodos 
de jejum.  
Similarmente a outros invertebrados, o sistema imune de 
cefalópodes está principalmente associado com a hemolinfa. A 
hemolinfa é composta por uma porção líquida, o plasma, e uma porção 
celular, constituída por hemócitos. Os hemócitos tem importante função 
nas defesas internas, reconhecendo e eliminando material não-próprio, 
além de atuarem na cicatrização [57], digestão de nutrientes, transporte e 
excreção [58]. Por outro lado, os fatores humorais no plasma incluem 
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moléculas de reconhecimento do não-próprio e efetores imunes como as 
lectinas, opsoninas, proteínas citolíticas e componentes do sistema pró-
fenoloxidase (proPO) [vide revisões 59, 60].  
Alterações no número, morfologia, e/ou viabilidade de hemócitos 
podem ser usados como indicativos do estado de saúde [61], já que estas 
alterações podem ocorrer em animais expostos a algum tipo de estresse 
ou parasitados. Malham et al. [55] realizaram repetidas amostras de 
hemolinfa (0, 2 e 4 h) em Eledone cirrhosa e observaram aumento 
significativo no número de hemócitos 2 h após a primeira amostragem, 
decrescendo após 4 h. Variações no número de hemócitos também 
foram observadas em E. cirrhosa expostos ao ar por 5 min [62].  
Em O. vulgaris, aumento significativo no número de hemócitos 
foi observado 4 h após a injeção com lipopolisacarídeos de Escherichia 
coli quando comparados com animais injetados apenas com solução 
salina tamponada com fosfato [46]. No presente estudo, não foram 
observadas diferenças no número total de hemócitos circulantes na 
hemolinfa de fêmeas de O. maya, fato que pode estar relacionado com a 
alta variabilidade individual. Resultados semelhantes foram obtidos para 
O. vulgaris [63, 64].  
Interações entre fatores celulares e humorais desempenham papel 
no sistema imune de invertebrados. Entre os fatores solúveis no plasma 
estão as aglutininas e opsoninas, que frequentemente são lectinas. 
Diferenças na atividade aglutinante foram observadas em ostras 
Crassostrea gigas selvagens e cultivadas [42]. Para a mesma espécie, 
Olafsen et al. [65] relataram atividade aglutinante aumentada em ostras 
infectadas por Vibrio anguillarum.  
Fenoloxidases, uma família de proteínas que contêm cobre, tem 
um papel ativo na imunidade inata, catalizando a produção de melanina 
pela oxidação ou hidroxilação de fenóis em quinonas [17]. Em 
cefalópodes, fenoloxidases foram caracterizadas no saco de tinta de Illex 
argentinus [66] e Octopus ocellatus [67], bem como na hemocianina de 
O. vulgaris [68]. Atividades de fenoloxidase também foram 
identificadas em embriões e adultos de Sepia officinalis [17, 69, 70].  
No presente estudo, pode-se observar uma compensação 
imunológica pelo incremento da atividade aglutinante em fêmeas 
analisadas em 40 DPD, apesar da redução da contagem total de 
hemócitos observada a partir de 20 DPD. Adicionalmente, não foram 
observadas diferenças nas atividades de fenoloxidase (total, plasmática e 
sistema) nos diferentes DPD, fato que pode estar relacionado à 






Nossos resultados indicam que apesar das evidentes alterações 
nas variáveis fisiológicas, aliadas às alterações nos índices de glicose 
plasmática, indicando que as fêmeas de O. maya utilizaram suas 
próprias reservas durante o período pós-desova, pode-se observar certa 
adaptação e compensação imunológica que possivelmente tenham 
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 Este estudo relata a fauna parasitária de fêmeas de O. maya pós-
desova. 
 Primeiro registro do protozoário coccídeo Aggregata sp. em O. 
maya. 
 Primeiro registro de larvas de cestoides Prochristianella sp. na 
massa bucal de O. maya. 
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O presente estudo teve como objetivo avaliar a fauna parasitária e 
determinar os índices parasitológicos de fêmeas de Octopus maya em 
diferentes dias pós-desova (DPD). Olhos, massa bucal, rins, glândula 
digestiva, brânquias, corações branquiais e sistêmico e trato 
gastrointestinal de 22 fêmeas foram analisados separadamente em 
estereomicroscópio em 1, 10, 20, 30 e 40 DPD para verificar e 
quantificar possíveis parasitos. Coccídeos do gênero Aggregata sp. 
foram observados no intestino, ceco e brânquias, com prevalências de 75 
a 100%. Larvas do cestoide Prochristianella sp. foram identificadas na 
massa bucal, com prevalência de 100% em todos os DPD, com exceção 
de fêmeas com 30 DPD que apresentaram prevalência de 50%. Este 
parasito também foi encontrado no intestino de fêmeas com 1 e 10 DPD 
com prevalência de 25%. A partir dos resultados do presente estudo, foi 
possível observar a infecção parasitária por Aggregata sp. e larvas de 
cestoides Prochristianella sp. em fêmeas de O. maya em diferentes 
DPD, mesmo após pelo menos 30 dias de manutenção em laboratório. 
Estes parasitos são transferidos por meio da cadeia trófica. Desde a 
aclimatação até a análise, as fêmeas de O. maya foram alimentadas com 
siri congelado ou dietas artificiais, o que sugere que estes animais já 
estavam infectados com ambos os parasitos antes da captura.  
 




Cefalópodes são considerados candidatos atrativos para a 
diversificação da aquicultura marinha devido ao ciclo de vida curto, 
altas taxas de crescimento e alto valor de mercado (Vidal et al., 2014). 
Aliado a estas características, Octopus maya, espécie endêmica da 
península de Yucatán, México, possui desenvolvimento embrionário 
direto e fácil adaptabilidade sob condições de cultivo, o que favorece 
ainda mais sua utilização para este propósito (Rosas et al., 2014). 
Com a expansão da aquicultura e o potencial uso de 
cefalópodes, estudos parasitológicos são importantes, pois podem 
fornecer informações úteis para evitar o surgimento de doenças e 
consequentes perdas econômicas, como já observado no cultivo de 
peixes (Laferty et al., 2015). Os parasitos de cefalópodes podem ter 
impacto tanto em populações selvagens como cultivadas (Hochberg, 
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1990). Entretanto, estudos sobre a fauna parasitária das principais 
espécies ainda são limitados (Hochberg, 1990; Castellanos-Martínez e 
Gestal, 2013) e praticamente inexistentes quando se trata de fêmeas pós-
desova (Pascual et al., 2010). Assim, o presente estudo apresenta dados 
inéditos sobre a fauna parasitária de O. maya e discute a infecção 
parasitária no período pós-desova. 
 
2. Material e métodos 
 
2.1 Captura e aclimatação dos polvos 
 
Adultos de O. maya foram capturados utilizando-se linhas de 
pesca artesanal, com siri como isca, na costa de Sisal, Península de 
Yucatán, México. Os animais foram transportados para as instalações da 
Universidad Nacional Autónoma de México (UNAM/Sisal), onde foram 
aclimatados por duas semanas para garantir que a fecundação ocorresse 
por meio de cópula natural. Durante o período de aclimatação, os polvos 
foram mantidos em tanques externos circulares de 12.000 L de fluxo 
contínuo, abastecido com água do mar natural (26 – 28 °C), em 
proporção sexual de 1:1. Tubos de PVC (4” de diâmetro) foram 
colocados nos tanques para serem utilizados como refúgios. Os polvos 
foram alimentados com siris congelados (Callinectes sapidus) duas 
vezes ao dia.  
 
2.2 Manutenção das fêmeas 
 
Após este período, as fêmeas foram transferidas para a área de 
desova e individualmente mantidas em tanques retangulares escuros de 
320 L em sistema de recirculação. Em cada tanque, incluiu-se uma caixa 
de fibra de vidro para ser utilizada como refúgio e para oviposição. As 
fêmeas foram alimentadas, duas vezes ao dia, com dietas semi-úmidas 
nutricionalmente equivalentes à base de siri (C. sapidus) (Tercero et al., 
2015) durante pelo menos 15 dias até a desova. Os tanques foram limpos 
diariamente para a remoção de restos de comida não ingerida e fezes. 
Após o início da desova, descontinuou-se a alimentação. 
Os parâmetros de qualidade da água foram mantidos em 24,6 ± 
0,8 °C, salinidade 35 – 38, oxigênio dissolvido 6,34 ± 0,25 mg L
–1
, pH 
7,42 ± 0,2 e fotoperíodo de 10:14 h luz vermelha/escuro. Após a desova, 
os ovos foram transferidos para a área de incubação e as fêmeas 




2.3 Análises parasitológicas 
 
Um total de 22 fêmeas foi analisado quanto à presença de 
parasitos em 1, 10, 20, 30 e 40 dias pós-desova (DPD). Os polvos foram 
anestesiados por hipotermia (16 ºC abaixo da temperatura do tanque de 
manutenção) e eutanasiados por destruição do cérebro. Os animais 
foram pesados e posteriormente dissecados para análise parasitológica. 
Separadamente, pesou-se a glândula digestiva e a gônada de cada animal 
para a determinação dos índices hepatossomático e gonadossomático, 
respectivamente, calculados de acordo com Otero et al. (2007). 
Olhos, massa bucal, rins, glândula digestiva, brânquias, 
corações branquiais e sistêmico e trato gastrointestinal foram analisados 
separadamente sob estereomicroscópio para verificação e quantificação 
de parasitos. Parasitos cestoides foram fixados, corados e montados em 
lâminas permanentes de acordo com Eiras et al. (2006) para 
identificação. Os índices de prevalência, abundância média e intensidade 
média de infecção foram calculados de acordo com Bush et al. (1997). 
 
2.4 Análises estatísticas 
 
Os dados foram testados para a normalidade e 
homocedasticidade, utilizando os testes de Kolmogorov-Smirnov e 
Bartlett, respectivamente, e posteriormente submetidos a ANOVA de 
uma via para verificar diferenças significativas entre os DPD.  a análise 
post hoc foi utilizado o teste de Newman-Keuls. As prevalências foram 
comparadas utilizando-se o teste do qui-quadrado. Os dados foram 
analisados utilizando o programa Statistica 5.0, considerando um nível 




Na tabela 1 são apresentados o peso corporal total e os índices 
hepatossomático e gonadossomático das fêmeas de O. maya nos 
diferentes DPD. O peso corporal total médio dos animais analisados foi 
de 1.024,32 ± 466,80 g, variando entre 461,00 e 1.990,00 g. Não foram 
observadas diferenças significativas entre os pesos das fêmeas, ao 
contrário dos índices hepatossomático e gonadossomático, nos quais 





Tabela 1 Peso corporal total e índices hepatossomático e 
gonadossomático de fêmeas de Octopus maya em diferentes dias pós-
desova (DPD). N: polvos analisados; PCT: peso corporal total, seguido 
pelo desvio padrão com valores mínimo e máximo entre parênteses; 
IHS: índice hepatossomático; IGS: índice gonadossomático. 
DPD N PCT IHS IGS 
1 4 1.015,0 ± 556,7 (663,0-1.843,0) 2,38 ± 0,90
a
 4,68 ± 2,07
a
  
10 4 1.242,5 ± 602,9 (623,0 – 1.990,0) 1,49 ± 0,48
b
 3,06 ± 1,29
b
 
20 5 1.069,8 ± 449,9 (730,0 – 1.750,0) 1,42 ± 0,33
b
 1,26 ± 0,31
b
 
30 4 872,2 ± 344,0 (547,0 – 1.339,0) 1,10 ± 0,18
b
 2,43 ± 0,91
b
 
40 5 933,4 ± 513,7 (461,0 – 1.665,0) 1,24 ± 0,46
b
 1,17 ± 0,88
b
 
Total 22 1.024,3 ± 466,8 (461,0 – 1.990,0) 1,51 ± 0,64 2,46 ± 1,70 
Letras diferentes indicam diferenças significativas entre os tratamentos (p < 0,05).  
 
As espécies de parasitos identificadas foram os coccídeos do 
gênero Aggregata sp. (Apicomplexa: Aggregatidae) no intestino, ceco e 
brânquias e larvas do cestoide Prochristianella sp. (Cestoda: 
Trypanorhyncha) na massa bucal e intestino. Prevalências de infecção 
por Aggregata sp. variaram entre 75 a 100% em fêmeas de O. maya nos 
diferentes DPD. O ceco foi o órgão infectado com mais frequência 
(Tabela 2).  
Larvas plerocercoides de Prochristianella sp. foram observadas 
com prevalências de 100% nas fêmeas de O. maya analisadas em todos 
os DPD, com exceção de fêmeas com 30 DPD que apresentaram 
prevalência de 50%. Não foram observadas diferenças significativas 
entre as abundâncias médias (p = 0,6987) e intensidades médias de 











Tabela 2 Prevalência total e nos diferentes órgãos por Aggregata sp. em 
fêmeas de Octopus maya em diferentes dias pós-desova (DPD). P: 
prevalência (%); PI: polvos infectados; PE: polvos examinados.  
DPD 
Intestino Ceco Brânquias Total 
P P P PI/PE P 
1 25,0 75,0 0 4/4 100,0 
10 0 75,0 25,0 3/4 75,0 
20 20,0 80,0 20,0 4/5 80,0 
30 50,0 50,0 0 3/4 75,0 
40 0 100,0 40,0 5/5 100,0 
Total 18,2 77,3 18,2 19/22 86,3 
 
Tabela 3 Índices parasitológicos de cestoides Prochristianella sp. na 
massa bucal de fêmeas de Octopus maya em diferentes dias pós-desova 
(DPD). PI: polvos infectados; PE: polvos examinados; P: prevalência 
(%); AM: abundância média; IMI: intensidade média de infecção, 
seguido pelo desvio padrão com os valores mínimo e máximo entre 
parênteses. 
DPD PI/PE P AM IMI 
1 4/4 100 121,00±84,63 121,00±84,63 (8-203) 
10 4/4 100 192,50±122,17 192,50±122,17 (58-354) 
20 5/5 100 176,40±134,76 176,40±134,76 (38-401) 
30 2/4 50 34,00±53,22 68,00±62,63 (24-112) 
40 5/5 100 167,20±111,02 167,20±111,02 (21-332) 







Os cefalópodes têm papel importante na transmissão de 
parasitos, já que eles podem ser hospedeiros definitivos de protozoários, 
diciêmidas e crustáceos, bem como segundo ou terceiro hospedeiro 
intermediário de digenéticos, cestoides, acantocéfalos e nematoides 
(vide revisão Hochberg, 1990). Cerca de 150 espécies de parasitos 
protozoários e metazoários relacionadas a um total de 650 espécies de 
cefalópodes foram registradas (Hochberg, 1990), entretanto este número 
provavelmente é muito maior. Neste estudo, a fauna parasitária de 
fêmeas pós-desova de O. maya foi descrita pela primeira vez, com 
registro do parasito Aggregata sp. e o primeiro registro de larvas de 
cestoides Prochristianella sp. na massa bucal de polvos. 
O parasito mais comum em cefalópodes é o coccídeo do gênero 
Aggregata (Protozoa: Apicomplexa), que é transmitido pela cadeia 
alimentar e possui distribuição mundial (Hochberg, 1990). Gestal et al. 
(2010) registraram um total de 10 espécies descritas infectando sépias, 
lulas e polvos, incluindo uma espécie de águas profundas (Castellanos-
Martínez e Gestal, 2013). Estes parasitos são considerados os principais 
agentes epizoóticos em polvos selvagens e cultivados (Gestal et al., 
2007), sendo registrados infectando espécies de importância comercial 
como O. vulgaris e S. officinalis (Pascual et al., 1996 a; Gestal, 2002 a; 
b). 
Aggregata sp. possui ciclo de vida heteroxênico com crustáceos 
como hospedeiros intermediários, nos quais ocorre a fase reprodutiva 
assexual do parasito (merogonia), e cefalópodes como hospedeiros 
definitivos, nos quais ocorrem os estágios reprodutivos sexuais do 
parasito (gamogonia e esporogonia) (Hochberg, 1990). Devido ao fato 
destes parasitos se reproduzirem sexualmente no hospedeiro definitivo 
(cefalópodes), não é possível saber ao certo o número de indivíduos que 
inicialmente infectam o hospedeiro (Hochberg, 1990; Ibañéz, et al., 
2005), imposibilitando assim a determinação da abundância média e 
intensidade média de infecção. Contudo, as prevalências observadas no 
presente estudo foram altas, variando entre 75 e 100%, destacando assim 
a importância deste parasito na fauna parasitária de O. maya.  
Parasitos deste gênero parecem ser espécie-específico nos 
hospedeiros definitivos, e, geralmente, são encontrados no trato 
gastrointestinal, entretanto, em infecções mais severas, podem ser 
encontrados nas brânquias e na cavidade do manto (Pascual et al., 
1996a; Mladineo e Bočina, 2007). No presente estudo, observou-se a 
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presença de Aggregata sp. nas brânquias de fêmeas de O. maya em 10, 
20 e 40 DPD, mesmo que em prevalências mais baixas quando 
comparadas às prevalências no trato gastrointestinal. Contrariamente aos 
resultados descritos por Pascual et al. (1996 a) e Mladineo e Bočina 
(2007), algumas fêmeas apresentaram infecções baixas e somente nas 
brânquias. 
Infecções severas por Aggregata octopiana são comumente 
observadas durante análises histopatológicas do trato gastrointestinal de 
fêmeas pós-desova de Octopus vulgaris selvagens e cultivadas na 
Espanha (Pascual et al., 2010). Estes autores observaram a 
predominância de parasitos em estágio de esporogonia infectando 
amplamente os tecidos, fato que pode estar relacionado com a liberação 
de formas infectantes maturas para garantir a conclusão do ciclo de vida 
do parasito. Além disso, não foi observada infiltração de hemócitos nem 
fagocitose, encapsulamento ou reações fibróticas nos locais de infecção, 
demonstrando que a imunocompetência destes animais pode estar 
prejudicada. 
Além de Aggregata, outros parasitos têm sido relatados em 
cefalópodes: protozoários e metazoários, como Dicyemida, 
monogenéticos, metacercárias e digenéticos adultos, cestoides, 
acantocéfalos, nematoides, e crustáceos (Overstreet e Hochberg 1975; 
Hochberg, 1990; Pascual et al, 1996a; González et al, 2003). Estes 
parasitos não parecem causar maiores problemas aos cefalópodes, 
entretanto, em condições de cultivo, a proliferação dos parasitos pode 
ser favorecida.  
Os cefalópodes possuem papel fundamental no 
desenvolvimento do ciclo biológico de cestoides das ordens 
Tetraphyllidae e Trypanorhyncha (Stunkard, 1977), atuando como 
hospedeiros intermediários ou paratênicos, sendo os elasmobr nquios  os 
hospedeiros definitivos (Hochberg, 1990). A transmissão dos diferentes 
estágios larvais que infectam os hospedeiros definitivos acontece através 
das relações tróficas entre esses organismos (Gestal et al., 1998). Um 
número não muito grande de cestoides está descrito para algumas 
espécies de cefalópodes (Hochberg, 1990; Nigmatullin e Shukhgalter, 
1990; Pascual et al., 1996 a; b; Shukhgalter e Nigmatullin, 2001; Pardo- 
Gandarillas et al., 2009; Petric et al., 2011; Castellanos-Martinez e 
Gestal, 2013). Em O. vulgaris, larvas de cestoides de Phyllobothrium sp. 
e Nybellinia lingualis foram relatadas infectando ceco, crop, est mago e 
intestino ( estal et al., 1998). 
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O Golfo do México é apontado como um habitat rico para 
cestoides da ordem Trypanorhyncha (Palm e Overstreet, 2000). Estes 
autores acrescentam que estes cestoides possuem uma variabilidade 
morfológica intra-específica elevada, muitas vezes combinados com 
ampla gama de hospedeiros e ampla distribuição zoogeográfica, 
contudo, informações sobre este grupo parasito ainda são incipientes.  
Trypanorhyncha do gênero Prochristianella Dollfus, 1946 
possuem ampla distribuição geográfica e foram relatados em muitos 
países da Europa, Ásia, Austrália e América do Norte e Sul (Schaeffner 
e Beveridge, 2012). Entretanto, muitas das larvas plerocercoides em 
crustáceos, moluscos e peixes ainda não foram identificados, e os 
parasitos adultos de vários elasmobrânquios ainda não foram estudados 
e taxonomicamente avaliados (Palm e Overstreet, 2000). No presente 
estudo observou-se a presença de cestoides do gênero Prochristianella 
na massa bucal dos polvos com altas prevalências em todos os DPD. 
Este é o primeiro registro de larvas de cestoides deste gênero na massa 
bucal de polvos.  
Assim como os parasitos do gênero Aggregata, plerocercoides 
Prochristianella sp. também são transferidos por meio da cadeia trófica. 
Durante todo o período de manutenção das fêmeas de O. maya em 
laboratório, os animais foram alimentados com siri congelado ou dietas 
artificiais, o que sugere que estes animais já estavam infectados com 




A partir dos resultados do presente estudo, pode-se observar a 
infecção parasitária por Aggregata sp. e larvas de cestoides 
Prochristianella sp. em fêmeas de O. maya em diferentes DPD, mesmo 
após pelo menos 30 dias de manutenção em laboratório. Não há na 
literatura nenhuma informação sobre o tempo que estes parasitos podem 
permanecer no hospedeiro depois da infecção. Além disso, por ser o 
primeiro registro de larvas de cestoides na massa bucal de polvos, não se 
sabe quais os possíveis danos que estes parasitos podem causar ao 
hospedeiro. Sugere-se a realização de estudos complementares que 
englobem análises histopatológicas da região infectada a fim de 
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 Primeiro estudo sobre anestésicos em juvenis e adultos de O. 
maya. 
 Avaliou-se as respostas fisiológicas e comportamentais à 
diferentes agentes anestésicos. 
 Para manipulação de curto prazo de juvenis e adultos não é 
necessário o uso de anestésicos. 
 Para facilitar a manipulação de espécimes grandes recomenda-
se o uso de etanol 3%. 
 
 
Artigo redigido de acordo com as normas da Revista Journal of 










O presente estudo foi desenvolvido para estabelecer o agente anestésico 
e concentração que deve ser utilizado para a manipulação de curto prazo 
de juvenis e adultos de Octopus maya. No primeiro experimento, foram 
investigados o consumo de oxigênio antes, durante e depois da 
exposição de juvenis de O. maya a hipotermia (11 e 13 
o
C), etanol (0,5; 
1,5 e 3,0%), cloreto de magnésio (0,75; 1,5 e 3,75%), cloreto de 
magnésio associado a etanol (0,75:1,5; 1,13:0,75; 0,37:2,25%) e óleo de 
cravo (0,15 mL L
-1
). Após a exposição aos agentes anestésicos, os 
animais foram submetidos a um protocolo de manejo, previamente 
estabelecido em 180 s, com propósitos biométricos. Dois grupos 
controle sem agentes anestésicos, um sem e outro com manipulação, 
também foram avaliados. Adicionalmente, o comportamento dos 
animais frente aos agentes anestésicos foi analisado, sendo registrados 
os tempos de indução e recuperação e a posterior ingestão de alimento 
para determinar uma ótima recuperação. Os tempos máximos de indução 
e recuperação foram estabelecidos em 600 s. Por último, foi avaliado o 
crescimento dos animais. No segundo experimento, selecionou-se a 
melhor concentração de cada agente anestésico para verificar seu efeito 
em adultos de O. maya, registrando-se os tempos de indução e 
recuperação. Resultados no consumo de oxigênio demonstraram que os 
juvenis de O. maya expostos aos agentes anestésicos apresentaram 
alterações no consumo de oxigênio durante e depois da exposição. Além 
disso, a exposição ao cloreto de magnésio e óleo de cravo, em geral, 
inibiram a ingestão de alimento. Com exceção dos animais expostos ao 
óleo de cravo, o crescimento dos juvenis não foi afetado pelas 
substâncias testadas e pela manipulação, sugerindo que estas variáveis 
não provocam efeito a longo prazo no crescimento. Em adultos, etanol 
foi o agente anestésico que apresentou os melhores resultados. Em 
conclusão, para a manipulação de curto prazo (até 180 s) de juvenis e 
adultos de O. maya, não é necessário o uso de agentes anestésicos. Em 
espécimes adultos de grande tamanho (acima de 1,0 kg), nos quais a 
manipulação pode ser dificultada, sugere-se o uso de etanol 3,0%. 
 
Palavras-chave: anestesia, consumo de oxigênio, comportamento, 







Cefalópodes são comumente utilizados como animais 
experimentais e, portanto, a anestesia é comumente utilizada (Ikeda et 
al., 2009). Anestesia e sedação são particularmente importantes quando 
se trata de polvos, já que seus braços são fortes e altamente versáteis, 
podendo facilmente inteferir no uso de instrumentos e equipamentos e 
obstruir o acesso à cabeça e ao corpo (Gleadall, 2013 a). Entretanto, a 
anestesia em invertebrados é um tema relativamente novo e poucos 
estudos têm sido feitos para melhorar o entendimento dos agentes 
anestésicos nestes animais (Gunkel e Lewbart, 2007).  
Como observado em peixes, a efetividade e a concentração 
apropriada dos agentes anestésicos em cefalópodes tendem a ser 
espécie-específicos (Sykes et al., 2012; Gleadall, 2013 a). Além disso, 
devido a aspectos fisiológicos, diferenças intra-específicas podem 
ocorrer de acordo com o estágio do ciclo de vida e tamanho/peso do 
animal ou devido a fatores ambientais ou de cultivo (Sykes et al., 2012). 
Assim, determinar a segurança e a confiabilidade dos agentes 
anestésicos em diferentes estágios de vida e sob determinadas condições 
é importante para adotar o anestésico apropriado para cada espécie. 
Octopus maya é uma espécie de grande importância econômica e 
comercial, endêmica da península de Yucatán, México. Esta espécie 
possui desenvolvimento direto, ciclo de vida curto e fácil adaptabilidade 
em condições de cultivo, sendo, portanto, uma das mais importantes 
candidatas para a aquicultura (Rosas et al., 2014). Estudos em várias 
áreas, tais como reprodução, desenvolvimento embrionário, nutrição e 
fisiologia foram desenvolvidos para esta espécie (Rosas et al. 2007; 
2008; 2012; Ávila-Povela et al., 2009; Caamal-Monsreal, 2015; Juárez 
et al., 2015; Tercero et al., 2015; Juárez et al., 2016). Entretanto, até a 
presente data não há nenhum estudo relacionado à anestesia. O objetivo 
do presente trabalho foi determinar os efeitos de diferentes anestésicos e 
concentrações na condição fisiológica e no comportamento de juvenis e 
avaliar seus efeitos em adultos de O. maya. 
 
2. Materiais e métodos 
 
Este estudo foi previamente submetido e aprovado pelo Comité 
de Ética de Experimentos Animales da Facultad de Química da 
Universidad Nacional Autónoma de México (UNAM, Sisal) (Permissão 
Número: Oficio / FQ / CICUAL / 099 / 15). 
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2.1 Agentes anestésicos e concentrações 
 
Dois experimentos foram realizados para avaliar o efeito de 
diferentes agentes anestésicos em juvenis e adultos de O. maya. No 
primeiro experimento, foram investigados o consumo de oxigênio antes, 
durante e depois da exposição de juvenis de O. maya aos diferentes 
agentes anestésicos e concentrações: hipotermia (11 e 13 
o
C), etanol 
(0,5; 1,5 e 3,0%), cloreto de magnésio (0,75; 1,5 e 3,75%), cloreto de 
magnésio associado a etanol [0,75:1,5% (Mix 1); 1,13:0,75% (Mix 2) e 
0,37:2,25% (Mix 3)] e óleo de cravo (0,15 mL L
−1
). Em testes prévios 
realizados com uma concentração mais baixa de óleo de cravo (0,05 mL 
L
-1
) não foi observado nenhum efeito anestésico aparente, optando-se 
por utilizar uma concentração mais alta (0,15 mL L
−1
). 
No segundo experimento, a melhor concentração de cada agente 
anestésico utilizado nos juvenis foi selecionada e testada em adultos de 
O. maya: hipotermia 11 
o
C, etanol 3,0%, cloreto de magnésio 7,5% e 
cloreto de magnésio associado a etanol 0,75:1,5%. Como a concentração 
de 3,75% não induziu a anestesia em 10 min, aumentou-se a 
concentração para 7,5% (Harms, 2006). Devido às reações altamente 
estressantes observadas nos juvenis expostos ao óleo de cravo, decidiu-
se excluir este agente anestésico do experimento com adultos.  
As temperaturas de hipotermia foram selecionadas considerando-
se a temperatura crítica mínima 11,6 
o
C estabelecida por Noyola et al. 
(2013) para juvenis de O. maya, na qual a taxa metabólica é próxima a 
zero. As concentrações dos outros anestésicos foram selecionadas com 
base na literatura (Andrews e Tansey, 1981; Messenger et al., 1985; 
Harms, 2006; Mooney et al., 2010; Gonçalves et al., 2012; Gleadall, 
2013 a) e preparadas momentos antes da utilização para evitar potenciais 
reações tóxicas (Gleadall, 2013a).  
Hipotermia foi obtida por meio do decréscimo da temperatura 
com água do mar congelada e as concentrações de etanol por diluição 
direta em água do mar. As concentrações que continham cloreto de 
magnésio foram ajustadas com volumes de água destilada e água do mar 
a fim de manter a salinidade similar à da água utilizada durante a 
aclimatação. Para as soluções com óleo de cravo, uma solução estoque 
foi dissolvida em etanol 96% em proporção de 1:10 e posteriormente 





2.2 Critérios para anestesia 
 
Para verificar a anestesia geral nos polvos, foram utilizados os 
critérios estabelecidos por Andrews e Tansey (1981), que incluem 
alterações de coloraçao da eple e variações dos tons dos cromatóforos, 
taxa de respiração, indicada pelas contrações do manto, eventos de 
defecação, aparência dos olhos, atividade dos braços e habilidade de 
sucção das ventosas. Os estágios de anestesia e mudanças de 
comportamento associados foram avaliados de acordo com a tabela 
proposta por Gleadall (2013a).  
 
 
2.3 Experimento 1: Anestesia em juvenis  
 
Juvenis de O. maya foram obtidos por meio de reprodução de 
polvos adultos selvagens no Laboratório Experimental de Espécies 
Marinas da Universidad Nacional Autónoma de México (UNAM, Sisal). 
Após a postura, os ovos foram incubados artificialmente por 
aproximadamente 45 dias e os juvenis recém eclodidos cultivados de 
acordo com os procedimentos usualmente utilizados neste laboratório.  
Posteriormente, um total de 98 animais (n = 7/tratamento) foram 
pesados (1,67 ± 0,5 g) com balança semi-analítica (OHAUS Scout 
SC2020, ± 0,01 g) e individualizados em recipientes de plástico de 500 
mL para aclimatação por um período de 10 dias. Cada recipiente 
continha duas janelas cobertas com malha plástica (5 mm) de cada lado 
para permitir o fluxo de água e uma concha de Melongena corona 
bispinosa fornecida como refúgio. Os recipientes foram colocados em 
um tanque em sistema de recirculação de água do mar com temperatura 
24 ± 1 
o
C, salinidade 35 – 38, oxigênio dissolvido > 5 mg L
-1
, pH > 8 e 
fotoperíodo 10:14 h luz-escuro.  
Após este período, registrou-se o consumo de oxigênio antes, 
durante e depois da anestesia em um respirômetro de fluxo contínuo. 
Posteriormente, os animais foram cultivados por 14 dias, sendo os 
mesmos polvos utilizados para analisar o comportamento em relação aos 
agentes anestésicos. Por fim, foram novamente cultivados por mais 14 
dias e o peso final foi registrado para avaliar o crescimento (Fig. 1). 
Durante todo o período experimental, os animais foram alimentados 
duas vezes ao dia com dieta artificial (Rosas et al., 2007), os recipientes 
limpos para a remoção de restos de comida não ingerida e fezes e os 




Fig. 1. Cronograma experimental da avaliação dos diferentes agentes 
anestésicos em juvenis de Octopus maya. 
 
2.3.1 Consumo de oxigênio  
O consumo de oxigênio foi mensurado utilizando-se um 
respirômetro de fluxo contínuo composto de câmeras respirométricas 
conectadas a um sistema de recirculação (Rosas et al., 2008). 
Previamente às medições, os animais permaneceram em jejum por 24 h. 
Os juvenis foram então colocados em câmeras respirométricas de 90 mL 
com fluxo contínuo aproximado de 0,1 L min
-1
 e aclimatados por 1 h. 
Uma concha de Melongena corona bispinosa foi colocada em cada 
câmara como refúgio para os animais; uma câmara sem polvos mas 
contendo uma concha foi utilizada como controle em cada tratamento. 
Medidas de oxigênio dissolvido (OD) foram registradas a cada 15 s para 
cada câmara (entrada e saída) com sensores de oxigênio conectados por 
fibra ótica a um mini-amplificador Oxy 10 (PreSens&, Germany). Os 
sensores foram calibrados com água do mar saturada a 100% (OD) e 
com solução de sulfato de sódio a 5% (0% OD). 
Subsequente ao período de aclimatação, o agente anestésico foi 
introduzido nas câmaras. Quando os juvenis estavam visivelmente 
sedados (diminuição da taxa respiratória e perda da coloração e da 
postura normal), imediatamente foram removidos das câmaras 
respirométricas e transferidos para um recipiente para a realização de 
um protocolo de manejo com propósitos biométricos, pré-estabelecido 
em 180 s. Enquanto os animais foram manipulados, o agente anestésico 
foi removido das câmaras respirométricas que foram novamente 
preenchidas com água do mar aerada. 
Imediatamente após o protocolo de manipulação, os animais 
foram colocados nas câmaras respirométricas para recuperação da 
anestesia e o consumo de oxigênio foi medido por mais uma hora. 
Adicionalmente, foram avaliados dois grupos controle, sem nenhum 
agente anestésico: o primeiro sem (controle 1) e o segundo com 
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manipulação (controle 2). Para determinar uma ótima recuperação da 
anestesia, a alimentação foi oferecida aos juvenis (Gonçalves et al., 
2012), observando-se o comportamento e ingestão do alimento durante 
um tempo máximo de 300 s. 
 
2.3.2 Comportamento 
Para analisar a indução e a recuperação da anestesia em relação às 
diferentes substâncias testadas, foram monitoradas as variações de 
coloração e tonalidade dos cromatóforos, taxa de respiração, indicada 
pelas contrações do manto, aparência dos olhos e atividade da pupila,  
atividade dos braços e habilidade de adesão das ventosas, eventual 
defecação e liberação de tinta. Os tempos de indução e recuperação 
foram registrados. Para determinar um ótimo anestésico e concentração, 
uma rápida imobilidade e recuperação total, sem reações estressantes e 
mortes, são desejadas, como sugerido por Gonçalves et al. (2012). 
Assim, estabeleceu-se que os tempos de indução e recuperação deveriam 
ser inferiores a 600 s. O mesmo protocolo de manejo e ingestão de 
alimento foi realizado.  
 
2.3.3 Crescimento 
O peso dos animais foi registrado no início e no final do 
experimento e durante os protocolos de manejo das etapas de 
determinação do consumo de oxigênio e análise de comportamento, a 
fim de registrar o crescimento dos animais durante todo o período 
experimental. 
 
2.4 Experimento 2: Anestesia em adultos  
 
Os espécimes adultos (> 500 g) foram capturados por pesca 
artesanal na costa de Sisal, Yucatán, México, e transportados ao 
laboratório. Os polvos foram aclimatados individualmente por 14 dias 
em tanques escuros retangulares de 320 L em sistema de recirculação 
com água do mar aerada; tubos de PVC (4” de diâmetro) foram 
colocados nos tanques para serem utilizados como refúgio. Os animais 
foram alimentados duas vezes ao dia com siris congelados (Callinectes 
spp.), os parâmetros de qualidade da água foram monitorados e os 
tanques limpos para remoção de restos de alimento e fezes diariamente. 
Réplicas de cinco animais foram utilizadas para testar cada agente 
anestésico. Similarmente ao experimento dos juvenis, os adultos 
permaneceram em jejum durante 24 h antes da exposição e o mesmo 
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protocolo de manejo (180 s) foi utilizado. Além disso, os estágios de 
anestesia foram avaliados e os tempos de indução e recuperação 
registrados. Um grupo controle sem agente anestésico, mas com manejo 
foi avaliado. Após a anestesia, os polvos foram cultivados durante 14 
dias sob as mesmas condições do período de aclimatação.  
 
2.5 Análises estatísticas  
 
O teste do qui-quadrado foi utilizado na comparação entre os 
agentes anestésicos que induziram a anestesia e na ingestão de alimento 
após a recuperação. Os dados de peso foram previamente transformados 
em Ln e os dados de crescimento foram analisados por regressão linear. 
ANOVA de uma via e teste de Newman-Keuls foram utilizados para 
determinar diferenças significativas entre os tempos de indução e 





3.1 Experimento 1: Anestesia em juvenis 
 
3.1.1 Consumo de oxigênio 
Em todos os tratamentos, o consumo de oxigênio foi similar 
durante o período de aclimatação. No controle 2 (com manipulação), o 
consumo de oxigênio no período de recuperação após o protocolo de 
manipulação foi similar ao da aclimatação. Nos animais expostos a 
etanol 3,0% e cloreto de magnésio 3,75% é possível observar um pico e 
em seguida uma redução abrupta no consumo de oxigênio após a adição 
do agente anestésico. Por outro lado, nos tratamentos hipotermia 11
o
C, 
Mix 1 e óleo de cravo, apenas uma redução direta no consumo de 
oxigênio é observada (Fig. 2).  
Durante o período de recuperação, nos tratamentos hipotermia e 
cloreto de magnésio observa-se que o consumo de oxigênio foi similar 
ao da aclimatação; enquanto que nos tratamentos etanol e Mix o 
consumo de oxigênio foi relativamente mais baixo no período de 
recuperação. No tratamento óleo de cravo, observa-se um consumo de 
















































































































































































































































Fig. 2. Consumo de oxigênio antes, durante e depois da exposição de 
juvenis de Octopus maya aos diferentes agentes anestésicos e nos 
controles. Controle 1: sem agente anestésico e sem manipulação; 
Controle 2: sem agente anestésico e com manipulação; Mix: cloreto de 
magnésio associado a etanol. 
 
3.1.2 Comportamento 
Dos agentes anestésicos testados, apenas hipotermia 11 
o
C, etanol 
3,0%, cloreto de magnésio 3,75% e Mix 1 induziram 100% dos animais 
a anestesia no tempo pré-estabelecido em 600 s. Etanol 1,5% e Mix 3 
induziram a anestesia em 86% dos animais, enquanto que Mix 2 em 
apenas 26%. Hipotermia 13 
o
C, etanol 0,5% e cloreto de magnésio 0,75 
e 1,5% não induziram a anestesia completa. Em animais expostos a óleo 
de cravo, ocorreu indução em 76% dos animais (Fig. 3), entretanto, em 
todos os animais observaram-se reações adversas, como tentativas de 
escapes, contração violenta do manto, alterações rápidas de coloração, 
movimentos erráticos, aumento exagerado das papilas, formato 
lageniforme (em formato de garrafa) do manto e liberação de tinta. 
Os tempos de indução foram semelhantes entre as substâncias 
testadas, com exceção de animais expostos a etanol 3,0% e óleo de 
cravo, que foram relativamente mais baixos que o tempo de indução dos 
animais expostos a Mix 3 (p < 0,05). Os tempos de recuperação dos 
animais expostos a hipotermia 11 
o
C, etanol 1,5% e Mix 3 foram 
relativamente mais baixos quando comparados aos tempos de 
recuperação dos animais expostos ao Mix 2 (p < 0,05). Os animais 
expostos a cloreto de magnésio 3,75% não se recuperaram no tempo 













































Fig. 3. Porcentagem de juvenis de Octopus maya em que ocorreu a 
indução completa à anestesia quando submetidos aos diferentes agentes 
anestésicos e concentrações. Hip: hipotermia; EtOH: etanol; MgCl2: 
cloreto de magnésio; Mix: cloreto de magnésio associado a etanol; OC: 
óleo de cravo. 
 
O uso de agentes anestésicos e/ou manipulação afetou a ingestão 
de alimento dos juvenis de O. maya (p < 0,05). No tratamento controle 
1, 100% dos animais se alimentaram, enquanto que no tratamento 
controle 2 ocorreu redução da ingestão de alimento. Após exposição a 
etanol 1,5 e 3,0%, mais de 80% dos animais se recuperaram e se 
alimentaram normalmente. Similar ao tratamento controle 2, a exposição 
à hipotermia 11 °C, etanol 0,5% e Mix 1, 2 e 3 permitiu que mais de 
50% dos animais se alimentassem após a recuperação. Por outro lado, 
em animais expostos a cloreto de magnésio 1,5% a alimentação foi 
inibida em mais de 50% e nos animais expostos à hipotermia 13 °C essa 
porcentagem aumentou para 80%. Por fim, as concentrações de cloreto 
de magnésio 0,75% e 3,75% e óleo de cravo inibiram a alimentação em 







Tabela 1  
Tempos de indução e recuperação em juvenis de Octopus maya expostos 
a diferentes agentes anestésicos e concentrações. [C]: concentração. 
PCT: peso corporal total (média ± desvio padrão). Controle 1: sem 
agente anestésico e sem manipulação; Controle 2: sem agente anestésico 
e com manipulação; Hip: hipotermia; EtOH: etanol; MgCl2: cloreto de 
magnésio; Mix: cloreto de magnésio associado a etanol; OC: óleo de 
cravo. 





Controle 1 n/a 2,80±0,63 n/a n/a 












C 2,85±0,39 n/a n/a 











MgCl2 0,75% 3,31±0,93 n/a n/a 





























*n/a: não aplicável.  











Fig. 4. Ingestão de alimento por juvenis de Octopus maya após 
exposição aos diferentes agentes anestésicos e nos controles. Controle 1: 
sem agente anestésico e sem manipulação; Controle 2: sem agente 
anestésico e com manipulação; Hip: hipotermia; EtOH: etanol; MgCl2: 
cloreto de magnésio; Mix: cloreto de magnésio associado a etanol; OC: 
óleo de cravo. 
 
3.1.3 Crescimento 
O crescimento de juvenis de O. maya foi semelhante em todos os 
tratamentos, inclusive nos controles, com exceção dos animais expostos 
ao óleo de cravo (p < 0,05), que apresentaram redução do crescimento 








Fig. 5. Crescimento dos juvenis de Octopus maya expostos aos 
diferentes agentes anestésicos e concentrações. Controle 1: controle, 
sem agente anestésico e sem manipulação; Controle 2: controle, sem 
agente anestésico e com manipulação; Hip: hipotermia; EtOH: etanol; 
MgCl2: cloreto de magnésio; Mix: cloreto de magnésio associado a 
etanol; OC: óleo de cravo. 
 
3.2 Experimento 2: Anestesia em adultos 
 
Os tempos de indução e recuperação e o peso corporal total de 
adultos de O. maya são apresentados na Tabela 2. Em animais expostos 
a hipotermia, não ocorreu a indução completa em 66,6% dos animais 
analisados. Os tempos de indução dos animais expostos a etanol e 
cloreto de magnésio foram semelhantes e mais baixos em comparação 
aos animais expostos ao Mix. Por outro lado, os tempos de recuperação 
dos animais expostos a cloreto de magnésio foram mais elevados 
quando comparados aos animais expostos a etanol e Mix. Um dos 






Tabela 2  
Tempos de indução e de recuperação em adultos de Octopus maya 
expostos a diferentes agentes anestésicos e concentrações. [C]: 
concentração; PCT: peso corporal total (média ± desvio padrão). Hip: 
hipotermia; EtOH: etanol; MgCl2: cloreto de magnésio; Mix: cloreto de 
magnésio associado a etanol.  
Agente 
anestésico 





Controle n/a 813,40±539,00 n/a n/a 
Hip 11
o
C 724,60±674,00 n/a n/a 
















n/a: não aplicável. 
Letras diferentes indicam diferenças significativas entre os tratamentos (p<0,05). 
 
4. Discussão  
 
O estudo de diferentes agentes anestésicos e concentrações nas 
principais espécies de cefalópodes torna-se fundamental para o 
adequado manejo destes animais em situações de cultivo. Alguns 
cefalópodes são difíceis de manipular sem nenhuma sedação, seja para 
pesagem, coleta de amostras ou procedimentos cirúrgicos (Oestmann et 
al., 1997). Além disso, na União Europeia, cefalópodes (juvenis e 
adultos) utilizados para propósitos científicos foram incluídos na 
legislação de bem estar animal juntamente com os vertebrados (EU, 
2010), causando impacto direto ou indireto na comunidade científica 
(Sykes et al., 2012; Smith et al., 2013).   
Um agente anestésico ideal deve ser um bom relaxante muscular, 
conter propriedades anestésicas e analgésicas e induzir a inconsciência 
(Polese et al., 2014), além de permitir rápida indução e recuperação sem 
efeitos adversos (Gleadall, 2013a; Fiorito et al., 2015). Diversas 
substâncias têm sido comumente utilizadas como anestésicos em 
cefalópodes (Gonçalves et al., 2012; Gleadall, 2013a; Fiorito et al., 
2015). Entretanto, apesar da existência de vários estudos envolvendo 
anestesia, abordando pelo menos 17 substâncias, informações sobre 
quais delas promovem anestesia de maneira mais efetiva e em diferentes 
espécies de cefalópodes ainda são escassos (Fiorito et al., 2015). 
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Dentre os agentes anestésicos, etanol e cloreto de magnésio, 
utilizados separados ou em combinação são os mais comumente 
utilizados (Messenger et al., 1985; Gledall, 2013; Fiorito et al., 2014; 
2015). O etanol, em concentrações de 1,0 a 3,0% em água do mar, tem 
sido empregado com sucesso na anestesia de diversos cefalópodes 
(Gleadall, 2013a; Fiorito et al., 2015). Entretanto, alguns autores 
relataram reações adversas após a imersão inicial, como, por exemplo, 
tentativas de escapes e liberação de tinta (Froesch e Marthy 1975; 
Andrews e Tansey, 1981). Além disso, indução inadequada (incompleta) 
pode ocorrer em temperaturas baixas (Gleadall, 2013a), devido à 
redução do efeito narcotizante do etanol (Moore et al., 1964).  
O cloreto de magnésio, assim como o etanol, é um anestésico de 
custo relativamente baixo, de fácil acesso e manipulação. Em 
cefalópodes, possivelmente é o agente anestésico mais amplamente 
estudado, com resultados satisfatórios em diversas espécies de diferentes 
sexos, idades e tamanhos (Messenger et al., 1985; Gore et al., 2005; 
Scimeca, 2011; Gonçalves et al., 2012; Gleadall, 2013a; Fiorito et al., 
2015) inclusive em anestesia de longa duração (Mooney et al., 2010). 
Entretanto, em alguns casos, também registraram-se reações estressantes 
e liberação de tinta (Garcia-Franco, 1992). 
Outros agentes anestésicos utilizados em cefalópodes são a 
hipotermia e o óleo de cravo. A hipotermia possui a vantagem de não 
utilizar drogas químicas, evitando assim seus potenciais efeitos 
(Gleadall, 2013a), sendo comumente utilizada para ‘tranquilizar’ peixes 
e cefalópodes (Ross e Ross, 2008; Sykes et al., 2012). Em contrapartida, 
a manutenção da água na temperatura desejada pode ser difícil, além dos 
animais apresentarem condição mais rígida do corpo (Andrews e 
Tansey, 1981) e possivelmente não ser efetiva em espécies de águas 
frias (Sykes et al., 2012). A utilização deste agente em procedimentos 
potencialmente invasivos é questionável (West et al., 2007), por não 
produzir indução adequada e não ser considerada um anestésico (Sykes 
et al., 2012; Gleadall, 2013a).  
O óleo de cravo é utilizado com sucesso em várias espécies de 
peixes e inverterados (Ross e Ross, 2008), entretanto seu uso em 
cefalópodes é controverso. Resultados satisfatórios foram observados 
em Octopus minor (Seol et al., 2007). Por outro lado, em Octopus 
vulgaris, não ocorreu nenhum efeito anestésico aparente (Estefanell et 
al., 2011) e em Dorytheutis pealeii e Sepia officinalis reações altamente 
estressantes e mortalidade foram registradas.  
No presente estudo, dentre todas as substâncias analisadas, apenas 
hipotermia 11 
o
C, etanol 3,0%, cloreto de magnésio 3,75% e Mix 1 
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induziram a anestesia completa em 100% dos animais no tempo pré-
estabelecido em 600 s. Em testes prévios realizados com óleo de cravo, 
similarmente aos resultados observados por Estefanell et al. (2011), não 
foi observado nenhum efeito anestésico utilizando-se uma concentração 
de 0,05 mL L
-1
, assim, optou-se pela utilização da concentração de 0,15 
mL L
-1
 (Gonçalves et al., 2012). Entretanto, em animais expostos à esta 
concentração, observaram-se reações altamente estressantes similares às 
descritas por Gleadall et al. (2013a), nomeadas como ‘padrão de 
resposta adversa típica’ (TARP). Este conjunto de reações é comum em 
animais expostos a concentrações mais elevadas ou exposições 
prolongadas a algumas substâncias (Gleadall, 2013a).  
O consumo de oxigênio tem sido utilizado para avaliar o efeito de 
anestésicos em peixes (Ross e Ross, 1983; Hill e Forster, 2005; 
Hoskonen e Pirhonen, 2005). O potencial do uso de óleo de cravo em 
baixas concentrações com o propósito de reduzir o consumo de oxigênio 
durante o transporte em diferentes espécies de peixes foi avaliado por 
Hoskonen e Pirhonen (2005). Os autores observaram menor consumo de 
oxigênio em 5 das 6 espécies expostas ao agente anestésico quando 
comparados a animais não expostos, sendo as maiores diferenças 
detectadas após 3 h de exposição. Entretanto, o estudo não avaliou o 
consumo durante o início da sedação.  
Em cefalópodes, o decréscimo na taxa respiratória, com eventual 
interrupção da respiração é considerado um dos critérios utilizados para 
avaliar a anestesia (Gleadall, 2013a; Fiorito et al., 2015). Assim, em 
uma sedação apropriada, redução no consumo de oxigênio e nos 
compostos nitrogenados são esperados, devido aos baixos níveis de 
atividade do animal (Gleadall, 2013b).  
Messenger et al. (1985) observaram que a indução de cefalópodes 
à anestesia com cloreto de magnésio, similarmente ao etanol, ocorre 
após um curto período de hiperventilação, seguido por hipoventilação e 
eventual interrupção da respiração. Resultados semelhantes no consumo 
de oxigênio durante a exposição a estes agentes anestésicos foram 
obtidos no presente estudo em juvenis de O. maya. Por outro lado, uma 
redução direta no consumo de oxigênio foi observada quando os animais 
foram expostos à hipotermia e óleo de cravo.  
A utilização de substâncias e/ou concentrações inadequadas como 
anestésicos pode produzir efeitos contrários aos desejados e reações 
estressantes. Entretanto, em alguns casos, tais reações podem estar 
relacionadas ao estresse de captura ou manejo antes da exposição, 
sendo, muitas vezes, difícil distinguir entre os efeitos diretos dos agentes 
anestésicos e os referentes à manipulação prévia dos animais (Ross e 
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Ross, 2008). A exposição a um estímulo, pode ocasionar consequências 
fisiológicas e comportamentais importantes nos animais, podendo 
prejudicar a ingestão de alimento, crescimento, reprodução e outros 
aspectos importantes no desempenho a longo prazo (Ross e Ross, 2008).  
Além dos efeitos diretos, podem ocorrer efeitos secundários a um 
determinado estímulo, como por exemplo, alterações decorrentes da 
hipoventilação e hipóxia em animais expostos a agentes anestésicos 
(Hill e Forster, 2005). Gleadall (2013b), avaliando o transporte de longa 
duração em Watasenia scintillans sob 3 diferentes concentrações de 
sulfato de magnésio (10, 20 e 30 mmol
-1
, aproximadamente 0,3 e 0,7%), 
observou que a maior concentração foi responsável pelas primeiras 
mortalidades de lulas durante todo o período de transporte (80 h). O 
autor atribuiu a mortalidade aos efeitos crônicos do agente anestésico 
nos centros respiratórios dos animais. 
No presente estudo, alterações na ingestão de alimento nos 
animais expostos aos agentes anestésicos foram observadas, sendo que o 
cloreto de magnésio e o óleo de cravo foram as substâncias que mais 
inibiram a alimentação dos animais (71 a 100%). Em contrapartida, em 
animais expostos a etanol (1,5 e 3,0%) a ingestão de alimento foi 
elevada, sendo inclusive, maior que a observada no controle 2. Em 
animais expostos ao óleo de cravo foi possível observar um período de 
hipoventilação prolongado durante grande parte do período de 
recuperação, refletido no consumo de oxigênio. É possível que tenha 
ocorrido um efeito crônico nos animais decorrente da exposição a este 
agente anestésico, afetando diretamente no crescimento. Com exceção 
do óleo de cravo, o crescimento dos juvenis de O. maya não foi afetado 
pelas substâncias testadas. 
Outro fator importante a ser considerado na escolha de um agente 
anestésico apropriado a determinada espécie, são os tempos de indução e 
recuperação da anestesia. Em peixes, recomenda-se que estes tempos 
sejam rápidos, preferivelmente menos de 3 e 5 min, para indução e 
recuperação, respectivamente (Ross e Ross, 2008). Os tempos de 
indução observados no presente estudo, em geral, foram semelhantes nas 
diferentes substâncias testadas, variando entre 3 (EtOH 3,0%) e 8 min 
(Mix 2). Por outro lado, os tempos de recuperação variaram entre 1 min 
(hip 11 
o
C) e 4 min (Mix 3). Os animais expostos a cloreto de magnésio 
3,75% não se recuperaram no tempo pré-estabelecido de 10 min. No 
caso da combinação Mix 3, provavelmente ocorreu maior efeito do 
etanol (2,25%) na indução dos animais, já que resultados semelhantes 
foram observados em animais expostos somente a etanol 1,5%.  
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Em adultos, os tempos de indução e recuperação de todos os 
agentes anestésicos foram mais altos em relação aos observados em 
juvenis, inclusive em animais expostos ao cloreto de magnésio, nos 
quais utilizou-se o dobro da concentração (7,5%). Os tempos de indução 
variaram em torno de 6 e 7 min em animais expostos à etanol e cloreto 
de magnésio, respectivamente, e ultrapassaram mais de 15 min em 
animais expostos à combinação destas duas substâncias. Resultados 
semelhantes foram obtidos com etanol como anestésico em O. vulgaris 
por Gleadall (2013a), contudo, este autor analisou apenas um espécime 
nesta concentração. Por outro lado, para a mesma espécie Estefanell et 
al. (2011) observaram tempos de indução menores em animais expostos 
a concentrações também menores. 
Em relação aos animais expostos ao cloreto de magnésio, decidiu-
se aumentar a concentração em adultos, já que em testes prévios 
observou-se que a indução com 3,75% era superior a 600 s. Entretanto, 
com a concentração de 7,5% observou-se a mortalidade de um animal 
durante a anestesia, sugerindo que apesar dos resultados satisfatórios nos 
tempos de indução e recuperação em adultos, provavelmente esta 
concentração seja muito alta, apesar da dose letal documentada para 
cefalópodes ser de 10% documentada por Lewbart et al (2012).  
Alguns autores sugerem que sais de magnésio não são capazes de 
produzir sedação adequada e analgesia pelo bloqueio da transmissão 
nervosa e liberação de neurotransmissores, atuando somente como 
bloqueadores neuromusculares (Clark et al., 1996; Polese et al., 2014). 
O uso de bloqueadores neuromusculares, que poderiam interromper ou 
restringir a capacidade de um animal de manifestar-se a estímulos 
dolorosos, sem um nível adequado de anestesia e analgesia não é 
recomendável do ponto de vista do bem estar animal (Fiorito et al., 
2015). Portanto, estudos sobre o entendimento dos mecanismos de ação 
dos principais agentes anestésicos em cefalópodes são urgentes e 





Em qualquer situação, é importante considerar se a anestesia ou 
sedação são estritamente necessárias. A partir dos resultados obtidos no 
presente estudo, não é necessário o uso de agentes anestésicos para a 
manipulação de curto prazo (até 180 s) de juvenis e adultos de O. maya. 
Em espécimes adultos de grande tamanho (acima de 1,0 kg), nos quais a 
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 Primeiro estudo a avaliar o efeito de anestésicos nos parâmetros 
de hemolinfa de cefalópodes. 
 Agentes anestésicos alteram os parâmetros de hemolinfa de O. 
maya. 
 Recomenda-se cautela na escolha do anestésico quando os 
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O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos de agentes 
anestésicos sob os parâmetros de hemolinfa de Octopus maya. Réplicas 
de 6 polvos foram usados para testar cada agente anestésico: hipotermia 
11 
o
C, etanol 3,0%, cloreto de magnésico 7,5% e cloreto de magnésio 
associado a etanol 0,75:1,5%. Após a anestesia, a hemolinfa foi obtida 
diretamente da aorta cefálica. Os parâmetros de hemolinfa analisados 
foram: capacidade osmótica, concentração de hemocianina, metabólitos 
plasmáticos (proteína, colesterol, acilglicerídeos, glicose e lactato), 
contagem total de hemócitos, atividade aglutinante e atividade de 
fenoloxidase. Os agentes anestésicos acarretaram em diferenças 
signiticativas na capacidade osmótica, metabólitos plasmáticos e 
imunológicos, sendo a capacidade osmótica o parâmetro em que 
ocorreram as maiores alterações. Os diferentes agentes anestésicos, em 
geral, ocasionaram alterações significativas na osmolalidade da água do 
mar e nos parâmetros de hemolinfa de O. maya. Recomenda-se a 
realização de  estudos complementares para determinar com maior 
precisão as consequências decorrentes destas alterações a curto e longo 
prazo. Além disso, quando os parâmetros de hemolinfa forem 
necessários a escolha do agente anestésico a ser utilizado deve ser feito 
com cautela. 
 




Anestésicos são utilizados durante o manejo, seleção, marcação, 
reprodução artificial e procedimentos cirúrgicos, com finalidade de 
facilitar o manejo, reduzir os problemas induzidos pelo estresse, como  
inibição da alimentação e imunossupressão, além de promover o bem 
estar animal (Ross e Ross, 2008). Os agentes anestésicos mais 
comumente utilizados em cefalópodes são etanol e cloreto de magnésio, 
utilizados separadamente ou em conjunto (Fiorito et al., 2014), além de 
hipotermia (Mooney et al., 2010; Lewbart et al., 2012; Gleadall, 2013a), 
apesar de não ser considerada de fato um anestésico.  
Em peixes, sabe-se que alguns anestésicos podem agir como 
estressores e influenciar nos parâmetros sanguíneos, como proteína total, 
glicose, cortisol e aminoácidos (Cataldi et al., 1998; Wagner et al., 2003; 
Davis e Griffin, 2004). Assim, quando a análise de hemolinfa for 
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necessária, a escolha do agente anestésico deve ser feita de maneira a 
não alterarem estes parâmetros.  
Apesar de alguns estudos fornecerem informações sobre os 
efeitos de agentes estressores sobre os parâmetros de hemolinfa em 
cefalópodes (Malham et al., 1998; 2002), até a presente data, não se tem 
conhecimento de nenhum estudo que relacione a influência dos agentes 
anestésicos nestes parâmetros. Desta maneira o presente estudo teve 
como objetivo avaliar os efeitos dos principais agentes anestésicos nos 
parâmetros de hemolinfa de Octopus maya.  
 
2. Materiais e métodos 
 
Este estudo foi previamente submetido e aprovado pelo Comité 
de Ética de Experimentos Animales da Facultad de Química da 
Universidad Nacional Autónoma de México (UNAM, Sisal) (Permissão 
Número: Oficio / FQ / CICUAL / 099 / 15). 
 
2.1 Animais  
 
Espécimes de O. maya (> 300 g) foram capturados por meio de 
uma técnica de pesca artesanal conhecida como “gareteo”, em frente ao 
porto de Sisal (Península de Yucatán, México). Nesta técnica, são 
utilizadas pequenas embarcações com duas varas de bambu, uma na 
proa e outra na popa, deixadas à deriva. Em cada vara são presas linhas 
de pesca de nylon com siris na extremidades livres usados como isca 
(Solís-Ramírez et al., 1999). Quando o polvo captura o siri, o pescador 
observa uma certa tensão na linha e a recolhe imediatamente, capturando 
o polvo com as mãos, sem causar-lhe danos.  
Os polvos capturados foram transportados e aclimatados em 
tanques externos em sistema semi-aberto nas instalações da Universidad 
Nacional Autónoma de México (UNAM, Sisal), onde o experimento foi 
realizado. Durante o período de 14 dias de aclimatação, os polvos foram 
mantidos em proporção sexual de 1:1, em tanques escuros circulares de 
12.000 L de volume, com sistema de água do mar aerada com fluxo 
contínuo (máximo de 30 animais por tanque). Tubos de PVC (4 
polegadas de diâmetro) foram usados como refúgios. Os polvos foram 
alimentados duas vezes ao dia com siri Callinectes sapidus congelado. 
Restos de comida não ingerida e fezes foram removidos diariamente e os 
parâmetros de qualidade da água foram monitorados e mantidos dentro 
do recomendado para a espécie (Rosas et al., 2014).  
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2.2 Agentes anestésicos e critérios para anestesia   
 
Os agentes anestésicos e concentrações foram selecionados com 
base em experimentos prévios com juvenis e adultos de O. maya 
(Roumbedakis et al., submetido). Réplicas de 6 polvos foram usados 
para testar cada agente anestésico: hipotermia (Hip) 11 
o
C, etanol 
(EtOH) 3,0%, cloreto de magnésico (MgCl2) 7,5% e cloreto de 
magnésio associado a etanol (Mix) 0,75:1,5%. Antes da exposição aos 
agentes anestésicos, a alimentação foi supensa por 24 h. As 
concentrações foram preparadas imediatamente antes do seu uso em um 
volume final de 10 L. Hipotermia foi obtida por meio do decréscimo da 
temperatura com água do mar congelada. As concentrações que 
continham etanol foram obtidas por diluição direta em água do mar e as 
que continham cloreto de magnésio foram ajustadas com volumes de 
água destilada e água do mar a fim de manter a salinidade similar à da 
água do mar utilizada durante a aclimatação.  
Para verificar a anestesia geral nos polvos, foram utilizados os 
critérios estabelecidos por Andrews e Tansey (1981) e os estágios de 
anestesia e mudanças de comportamento associados foram avaliados de 
acordo com a tabela proposta por Gleadall (2013a).  
 
2.3 Coleta e preparo da hemolinfa 
 
Para a realização do experimento, os animais foram anestesiados 
até atingirem um estágio de sedação, caracterizado pela tonalidade 
pálida da pele, flacidez dos braços e redução/interrupção da taxa 
respiratória. Os animais foram imediatamente removidos do recipiente 
que continha o anestésico e envoltos em uma flanela úmida, deixando-se 
a cabeça exposta. Subsequentemente, um corte longitudinal no manto foi 
cuidadosamente realizado até a liberação da aorta cefálica que foi 
bloqueada com uma pinça de pressão para manter o pulso. A hemolinfa 
foi coletada usando um cateter conectado a um tubo Falcon de 5 mL, 
realizando-se uma leve massagem abaixo do manto para manter a 
pressão da hemolinfa. A hemolinfa foi usada imediatamente ou 
armazenada sob refrigeração (2 – 8 
o
C) até o uso. 
O plasma foi obtido por meio da centrifugação da hemolinfa a 
800 × g por 5 minutos a 4 
o
C. Posteriormente, o plasma foi separado e o 
pellet celular de cada amostra foi lavado duas vezes com solução SIC-
EDTA (0.45 M NaCl, 10 mM KCl, 10 mM HEPES e 10 mM EDTA–
Na2; pH 7,3) e centrifugado novamente como descrito acima. O pellet 
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celular foi então ressuspenso várias vezes com solução tampão de 
cacodilatos (10 mM ácido cacodílico, 10 mM CaCl; pH 7,0) em volume 
semelhante e centrifugado a 16.000 × g por 5 min a 4 °C e o 
sobrenadante utilizado para as análises. Utilizou-se o plasma para 
avaliar os metabólitos plasmáticos e atividade aglutinante e de 
fenoloxidase (FO) em plasma (FOplas) e o sobrenadante de degranulado 
de hemócitos para avaliar a atividade de FO sistema (plasma e 
degranulado de hemócitos, FOsis).  
 
2.4 Análise da hemolinfa 
 
 Os parâmetros de hemolinfa analisados foram: capacidade 
osmótica, concentração de hemocianina, metabólitos plasmáticos 
(proteína, colesterol, acilglicerídeos, glicose e lactato), contagem total 
de hemócitos, atividade aglutinante e atividade de fenoloxidase (FOplas 
e FOsis).  
Para determinar a capacidade osmótica (CO), a pressão osmótica 
da hemolinfa, da água do tanque onde os animais foram aclimatados e 
da solução que continha o agente anestésico foram medidas utilizando 
um microosmômetro (20 L/amostra) (3 Mo-Plus, Advanced 
Instruments, USA) e os resultados foram expressos em mOsm kg
−1
. A 
CO em relação à água do mar foi calculada como a diferença entre a 
pressão osmótica da hemolinfa e do meio externo (Lignot et al., 1999). 
A concentração de hemocianina foi medida, em triplicata, 
utilizando-se 10 μL de hemolinfa diluída em 990 μL de solução TRIS 
(0,1 M; pH 8,0) em um cuvete de 10 mm e a absorbância medida em 
335 nm (UV-SENSE; SLM AMINCO Mod DW). A concentração de 
hemocianina foi calculada usandos-e um coeficiente de extinção de 
17,26 calculado com base na subunidade funcional de 74 kDa (Chen e 
Cheng 1993 a; b).  
As concentrações dos metabólitos plasmáticos colesterol, 
acilglicerídeos, glicose e lactato foram determinadas, em triplicata, em 
microplacas de 96 poços com fundo chato utilizando-se kits 
cromogênicos comerciais específicos (ELITech Group
®
). Para tanto, 
utilizou-se 10 μL de plasma aos quais foram adicionados 200 μL do 
reagente enzimático apropriado a cada amostra. A concentração de 
proteína foi determinada de maneira semelhante, entretanto o plasma foi 
previamente diluído em água estéril (1:200) utilizadando-se uma solução 
comercial (Biorad Protein assay 500-0006) em lugar dos kits 
cromogênicos de acordo com o método de Bradford (1976). Albumina 
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do soro bovino foi utilizada como padrão. Os valores de absorbância de 
cada metabólito plasmático foram registrados em leitor de microplacas 
(Biorad model 550) e as concentrações (mg mL
−1
) foram calculadas 
utilizando-se curvas padrões considerando o valor de diluição para cada 
amostra.  
A contagem total de hemócitos foi realizada, em duplicata, em 
câmera de Neubauer a partir de uma alíquota de hemolinfa fixada em 
Alsever (115 mM C6H12O6, 30 mM Na3C6H5O7, 338 mM NaCl, 10 mM 
EDTA.Na2; pH 7,0) formalina 4% em diluição de 1:3. 
Para a avaliação da atividade aglutinante, utilizou-se sangue 
humano (tipo O+) obtido de um banco de sangue local. Os eritrócitos 
foram lavados três vezes com solução salina 0,9%, centrifugados a 380 
× g à 25 °C por 5 min e então ajustado a um volume final de 2% antes 
do uso. Para determinar o título aglutinante, as amostras de 50 μL de 
plasma de cada polvo foram diluídas serialmente em solução salina 
0,9%, em microplacas de 96 micropoços com fundo em U. 
Posteriormente, à cada poço foram adicionados 50 μL de solução de 
eritrócitos à 2% e incubados por 2 – 3 h em temperatura ambiente. O 
controle foi realizado substituindo o plasma por solução salina. O título 
de atividade natural de aglutinação do plasma dos polvos foi expresso 
como o recíproco da diluição mais alta que mostrou um padrão visível 
de aglutinação (Maggioni et al., 2004).  
Para evitar a ativação do sistema imunológico por endotoxinas, 
todas as vidrarias foram lavadas previamente à utilização com Etoxa-
clean (Sigma Chemical Co) e as soluções foram preparadas utilizando 
água livre de pirógenos. As atividades de FOplas e FOsis foram 
mensuradas por espectrofotometria, em triplicatas, em microplacas de 
96 poços com fundo chato (Hernández-López et al., 1996; Le-Pabic et 
al., 2014). A técnica foi ajustada para O. maya. Brevemente, para 
atividade de FOplas, 50 μL de plasma foram incubados com volume 
igual de água livre de pirógenos por 10 min à 37
o
C. Posteriormente, 180 
μL de L-DOPA (L-3,4- diidroxifenilalanina, 3 mg.mL−1; Sigma) foram 
adicionados a cada poço e a microplaca incubada por mais 10 min à 
37
o
C. Para a atividade de FOsis, o mesmo protocolo foi utilizado, 
entretanto, a água livre de pirógenos foi substituída por degranulado de 
hemócitos. A absorbância foi medida em 490 nm em leitor de 
microplacas (Biorad model 550). Os resultados foram expressos com o 





2.5 Índices biométricos 
 
Antes da coleta de hemolinfa, os animais foram pesados (peso 
corporal total). Como a quantidade de hemolinfa necessária para as 
análises era alta, optou-se por utilizar um procedimento de não retorno, 
assim, após a coleta de hemolinfa, os animais foram imediatamente 
eutanasiados por destruição do cérebro. A gônada e a glândula digestiva 
foram retiradas e pesadas separadamente para obter os índices 
gonadossomático e hepatossomático, respectivamente, de acordo com 
Cortez et al. (1995).  
 
2.6 Análises estatísticas  
 
Os parâmetros de hemolinfa foram testados para normalidade 
utilizando-se o teste de Kolmogorov-Smirnov, bem como para 
homocedasticidade com o teste de Bartlett. Os dados que apresentaram 
homocedasticidade foram submetidos a ANOVA e à análise post hoc 
pelo teste de Newman-Keuls e os que não apresentaram foram 
submetidos à análise não paramétrica de Kruskal-Walis. Utilizou-se o 
programa Statistica 5.0 para realização das análises e um nível de 




Na tabela 1 são apresentadas as variáveis fisiológicas dos 
animais expostos à cada um dos agentes anestésicos. Não ocorreram 
diferenças significativas no peso e nos índices gonadossomático e 
hepatossomático dos espécimes avaliados.  
Diferenças significativas foram observadas na osmolalidade dos 
agentes anestésicos e nos tempos de indução de O. maya. Animais 
expostos à Hip apresentaram os maiores tempos de indução e animais 
anestesiados com MgCl2 os menores (p < 0,05). A osmolalidade da água 
do mar foi semelhante à da Hip, enquanto que as das soluções dos 
diferentes agentes anestésicos foram superiores (p < 0,05), sendo a 
maior osmolalidade observada na solução que continha EtOH como 
agente anestésico. Diferenças significativas (p < 0,05) foram observadas 
na osmolalidade da hemolinfa dos animais expostos aos diferentes 





Tabela 1  
Variáveis fisiológicas em adultos de Octopus maya expostos aos 
diferentes agentes anestésicos e concentrações. AA: agente anestésico; 
[C]: concentração; PCT: peso corporal total (média ± desvio padrão); 
IGS: índice gonadossomático; IHS: índice hepatossomático; Hip: 
hipotermia; EtOH: etanol; MgCl2: cloreto de magnésio; Mix: cloreto de 
magnésio associado a etanol.  
AA [C] PCT (g) IGS IHS 
Hip 11oC 409,33±133,01 0,016±0,024 0,060±0,013 
EtOH 3,0% 529,17±158,86 0,008±0,007  0,070±0,009 
MgCl2 7,5% 449,33±105,04 0,011±0,010 0,058±0,011 
Mix 0,75:1,5% 399,17±94,24 0,018±0,020 0,059±0,012 
 
 
Tabela 2  
Tempos de indução e osmolalidade das substâncias testadas e da 
hemolinfa de Octopus maya expostos aos diferentes agentes anestésicos 
e concentrações. AA: agente anestésico; [C]: concentração; mOsm: 
osmolalidade (média ± desvio padrão); AM: água do mar; Hip: 
hipotermia; EtOH: etanol; MgCl2: cloreto de magnésio; Mix: cloreto de 








AM* n/a n/a 1.154,58±14,73  n/a 
Hip 11oC 890,50±89,51a 1.149,03±12,25 1.202,33±25,11 
EtOH 3,0% 442,00±53,79b  1.956,67±40,66 1.687,67±29,27 
MgCl2 7,5% 311,83±57,56
c  1.676,17±26,19  1.382,00±71,16 
Mix 0,75:1,5% 380,00±90,92bc  1.711,33±24,32  1.581,33±80,77 
*AM: representa a média das osmolalidades da água do mar do tanque de 
aclimatação, utilizada para fazer as soluções que continham os agentes anestésicos;  
n/a: não aplicável. 




Nos parâmetros de hemolinfa, diferenças significativas (p < 
0,05) podem ser observadas na CO, em todos os metabólitos 
plasmáticos, atividade de FOplas e atividade aglutinante. Por outro lado, 
não foram observadas diferenças significativas entre os grupos 
analisados na concentração de hemocianina, contagem total de 
hemócitos e atividade de FOsis (Fig. 1 e 2).  
Nos metabólitos plasmáticos, foi possível observar maiores 
níveis de proteína e colesterol em animais expostos a MgCl2 (separado 
ou em combinação) comparados a animais expostos a EtOH e Hip. Em 
contrapartida, animais expostos a EtOH apresentaram níveis mais baixos 
de lactato que animais expostos a concentrações que continham MgCl2 
(Fig. 1). 
A CO foi o parâmetro que apresentou as maiores variações entre 
os grupos analisados. Animais expostos à Hip apresentaram baixos 
valores de CO, permanecendo praticamente isosmóticos ao meio. Por 
outro lado, animais anestesiados com os outros agentes anestésicos, 
apresentaram-se hiperosmóticos, sendo os maiores valores de CO 
observados em animais anestesiados com EtOH (533 mOsm kg
-1
). 
Animais expostos à Hip apresentaram maior nível de atividade de 
FOplas e menor atividade aglutinante quando comparados aos animais 























Fig.  1. Concentração de hemocianina e metabólitos plasmáticos (média 
± desvio padrão) em Octopus maya expostos a diferentes agentes 
anestésicos. Hip: hipotermia; EtOH: etanol; MgCl2: cloreto de 
magnésio; Mix: cloreto de magnésio associado o etanol; HC: 
concentração de hemocianina; Prot: proteínas; Acgl: acilglicerídeos; 
Col: colesterol; Glic: glicose; Lact: lactato. Letras diferentes indicam 





























































































































Fig. 2. Capacidade osmótica (CO) e parâmetros imunológicos (média ± 
desvio padrão) em Octopus maya expostos aos diferentes agentes 
anestésicos. Hip: hipotermia; EtOH: etanol; MgCl2: cloreto de 
magnésio; Mix: cloreto de magnésio associado a etanol; CTH: contagem 
total de hemócitos; FOplas: atividade de fenoloxidase em plasma; FOsis: 
atividade de fenoloxidase em sistema (plasma e degranulado de 
hemócitos); Hgl: atividade aglutinante. Letras diferentes indicam 

































































































4. Discussão  
 
Estudos para determinar o agente anestésico e a concentração a 
ser utilizada para um determinado animal, usualmente devem abordar 
informações sobre: os tempos de indução, sedação e recuperação; 
descrição comportamental; medidas dos níveis hormonais 
(concentrações de catecolaminas e cortisol) e funções imunes (número 
total de hemócitos e atividade fagocitária) (Sykes e Gestal, 2014). Uma 
série de respostas internas a agentes anestésicos em peixes têm sido 
descritas na literatura, dentre elas, efeitos nos parâmetros sanguíneos e 
metabólicos ou efeitos bioquímicos (Ross e Ross, 2008).  
Apesar da existência de estudos abordando diversas substâncias 
como agentes anestésicos em cefalópodes, a grande maioria apenas 
avalia tempos de indução e recuperação e descreve, em alguns casos, 
muito superficialmente, as alterações comportamentais decorrentes da 
exposição as substâncias testadas (Sykes e Gestal, 2014). Em peixes, o 
acesso a efeitos primários e secundários decorrentes da exposição a um 
agente anestésico, como a determinação de cortisol e glicose 
plasmáticas, é amplamente utilizada e estudada (Ellis et al., 2012). 
Entretanto, em cefalópodes não se tem conhecimento sobre a 
aplicabilidade destas variáveis (Sykes e Gestal, 2014).  
A efetividade e a concentração apropriada dos agentes anestésicos 
em cefalópodes provavelmente são espécie-específicos e, além disso, 
variações devido a diferenças intraespecíficas podem ocorrer de acordo 
com o estágio do ciclo de vida e tamanho/peso do animal (Sykes et al., 
2012). No presente estudo, não foram observadas diferenças 
significativas nos indicadores fisiológicos de peso corporal e índices 
hepatossomático e gonadossomático nos espécimes de O. maya 
analisados. Isso indica que os grupos experimentais analisados foram 
semelhantes no que diz respeito ao tamanho, nutrição e estágio de 
maturação sexual, minizando assim eventuais diferenças decorrentes 
destas variáveis. 
Todas as técnicas atuais de anestesia em cefalópodes utilizam 
imersão direta do animal em água contendo o agente anestésico (Fiorito 
et al., 2014). Recomenda-se que a anestesia seja realizada na própria 
água do mar onde os animais estão acondicionados a fim de manter o 
balanço mineral (Lewbart et al., 2012). Entretanto, a adição de 
determinadas substâncias à água do mar pode ocasionar alterações na 
composição física e química que devem ser consideradas.  
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Em cefalópodes, dentre as substâncias utilizadas como agentes 
anestésicos, destacam-se o MgCl2 e o EtOH, utilizados separadamente 
ou em combinação. O MgCl2 pode ser diluído diretamente em água do 
mar (Fiorito et al., 2015), o que acarretaria em alterações na salinidade, 
ou previamente diluído em água destilada e misturado com água do mar 
(Messenger et al., 1985), podendo causar um desbalance iônico.  
Alterações na salinidade (32 para 47) foram observadas durante a 
anestesia de Strombus gigas com MgCl2 (30 g L
-1
), entretanto, os 
autores sugeriram que a curta duração da exposição (20 min) não foi 
suficiente para causar um efeito adverso nos animais (Acosta-Salmon e 
Davis, 2007). O propósito da anestesia e o tempo de exposição devem 
sempre ser considerados, pois não se conhece os possíveis efeitos em 
decorrência das alterações na qualidade da água e de uma exposição 
prolongada a determinado agente anestésico a curto e a longo prazo. 
Cefalópodes são animais exclusivamente marinhos e, em geral, 
osmoconformadores e estenoalinos (Boletzky e Hanlon, 1983; Wells e 
Wells 1989; Delgado et al. 2011), entretanto, exceções podem ocorrer, 
como, por exemplo, as espécies eurialinas Lollingula brevis (Hendrix et 
al., 1981) e Octopus ocellatus (Sakamoto et al., 2015), frequentemente 
encontradas em locais de baixa salinidade. Recentemente, Sakamoto et 
al. (2015) comprovaram pela primeira vez que osmo e ionorregulação 
podem ocorrer em cefalópodes, demonstrando que as concentrações 
osmóticas e iônicas da hemolinfa de O. ocellatus parecem ser reguladas 
quando a salinidade no ambiente decresce.  
Variações interespecíficas na tolerância à osmolalidade também 
foram observadas após choque hipo e hiperosmótico em tecidos de 
Octopus vulgaris e Octopus insularis por Amado et al. (2015). Estes 
autores observaram uma maior tolerância à osmolalidade em O. 
insularis, fato que pode explicar parcialmente a ocorrência desta espécie 
em águas mais quentes e rasas, em que ocorrem maiores temperaturas e 
salinidades, quando comparadas a O. vulgaris.  
No presente estudo, a adição de EtOH e MgCl2, separados ou em 
combinação, ocasionaram alterações significativas na osmolalidade da 
água do mar, e, consequentemente, na capacidade osmótica dos animais, 
sendo este o parâmetro que apresentou as maiores diferenças entre os 
grupos analisados. Os valores de osmolalidade na hemolinfa de O. maya 
expostos à Hip obtidos no presente estudo foram similares aos da água 
do mar e aos obtidos para outras espécies de cefalópodes (Wells e Wells, 
1989; Kirchner, 1991; Amado et al., 2015). Estes valores são típicos de 
animais osmoconformadores marinhos (Amado et al., 2015).  
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Dentre os efeitos secundários ao estresse em peixes, podem 
ocorrer alterações nas respostas que afetam o balanço hidromineral, 
como alterações nas concentrações dos íons cloreto, sódio, potássio, 
proteínas e na osmolalidade do plasma (Legras et al., 2000). Em 
camarões, sabe-se que a capacidade osmótica é utilizada como indicador 
dos efeitos de diferentes fatores estressantes (Lignot et al., 1999), sendo 
que variações podem ocorrer com o tamanho, estado nutricional, estágio 
de desenvolvimento e de muda do animal (Lignot et al., 1999). Além 
disso, a exposição dos animais a perturbações bióticas e abióticas podem 
induzir a um processo de alterações comportamentais e fisiológicas em 
resposta ao agente estressor a fim de manter a homeostase (Malham et 
al., 2002). 
Em osmoconformadores marinhos, espera-se que os valores de 
capacidade osmótica sejam muito próximos a serem isosmóticos à água 
onde os animais são mantidos. Assim, no presente estudo, os animais 
expostos à Hip foram os menos afetados do ponto de vista do balanço 
hidromineral. Por outro lado, o meio hiperosmótico produzido pelos 
outros agentes anestésicos, ocasionou um aumento significativo da 
osmolalidade da hemolinfa e aumento da CO, tornando os animais 
também hiperosmóticos em relação à água do mar, sendo os maiores 




Neste estudo, devido a grande quantidade de hemolinfa 
necessária para as análises, os polvos foram submetidos à um 
procedimento de não recuperação, como definido pela Directiva 
2010/EU/63, em que se procede a eutanásia logo após o término do 
procedimento. Entretanto, quando a recuperação for necessária, os 
animais serão novamente colocados em água do mar e terão que re-
ajustar a pressão osmótica da hemolinfa novamente à pressão osmótica 
do meio.  
As possíveis consequências fisiológicas destas alterações na 
pressão osmótica da hemolinfa dos polvos são incertas. Recomenda-se o 
desenvolvimento de estudos complementares que englobem o 
monitoramento dos animais durante maior período após a exposição aos 
agentes anestésicos. Além disso, o monitoramento do pH e dos 






 na hemolinfa e na água podem ser 
úteis no entendimento destas alterações.  
A concentração de hemocianina e os metabólitos plasmáticos 
proteínas, lipídeos, acilglicerídeos e colesterol têm sido amplamente 
utilizados em estudos com moluscos e crustáceos, podendo ser 
indicadores do estado nutricional e de saúde dos animais (Sánchez et al., 
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2001; Rosas et al., 2004; Carrillo et al., 2006; Pascual et al., 2003). Por 
outro lado, glicose e lactato têm sido propostos como indicadores de 
estresse (Hall e Ham, 1998; Racotta e Palacios, 1998; Mugnier e Justou, 
2004).  
Em peixes, sabe-se que a concentração de proteínas plasmáticas 
pode ser alterada em decorrência de um agente estressor (Ross e Ross, 
2008). Em polvos E. cirrhosa submetidos a sucessivas amostras de 
hemolinfa (0, 2 e 4 h), observou-se um decréscimo da quantidade de 
proteínas plasmáticas com o passar do tempo (Malham et al., 1998). No 
presente estudo, os valores de proteínas plasmáticas observados em 
animais submetidos aos agentes anestésicos Hip, EtOH e Mix foram 
semelhantes aos registrados por Malham et al. (1998) imediatamente 
após a primeira coleta de hemolinfa (116 mg mL
-1
).  
Adicionalmente, estes autores observaram um decréscimo 
significativo de proteínas plasmáticas um dia após a primeira coleta (64 
mg mL
-1
), entretanto, alta variabilidade individual foi observada, que 
poderia ser decorrente da variação no estágio de maturação dos animais 
avaliados por esses autores. No presente estudo, as variações observadas 
em cada grupo analisado foram relativamente baixas quando 
comparadas com as registradas por Malham et al. (1998), fato que pode 
estar relacionado com a homogeneidade nutricional e de maturação 
sexual observada nos tratamentos.  
Os altos níveis de proteínas plasmáticas observadas em polvos 
expostos a MgCl2 (269,38 mg mL
-1
) observados no presente estudo 
provavelmente são um reflexo de alterações ocasionadas por este agente 
anestésico em particular. Estes resultados parecem indicar que, por 
algum motivo, os animais expostos a MgCl2 não foram capazes de 
regular a mobilização de proteínas na hemolinfa, entretanto, estudos 
complementares devem ser realizados a fim de possibilitar o completo 
entendimento destas alterações.  
Por outro lado, valores significaticamente mais baixos nos níveis 
de lactato foram observados em animais anestesiados com EtOH, 
sugerindo que o metabolismo anaeróbio teve uma menor participação 
nos mecanismos de obtenção de energia durante os processos de 
anestesia. Maiores níveis de glicose plasmática são frequentemente 
associados ao uso da via gliconeogênica para a obtenção de energia.  
Variações no número de hemócitos podem ser observados em 
decorrência da exposição à um agente estressor, como por exemplo, 
parasitos (Castellanos-Martinez et al., 2014), coletas repetidas de 
hemolinfa (Malham et al., 1998), exposição ao ar (Malham et al., 2002) 
ou injeção com lipopolisacarídeos de Escherichia coli (Locatello et al., 
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2013). No presente estudo, o número total de hemócitos circulantes na 
hemolinfa foi, em geral, muito variável, e, portanto, não foram 
observadas diferenças significativas com relação aos agentes anestésicos 
avaliados. Alta variabilidade no número de hemócitos de O. vulgaris foi 
previamente registrada (Rodríguez-Dominguez et al., 2006; Castellanos-
Martinez et al., 2014).  
Os efeitos do agente anestésico MgCl2 (50 g L
-1
) nos parâmetros 
imunológicos de ostras Saccostrea glomerata após 6 h de exposição 
foram avaliados (Butt et al., 2008). Os autores observaram aumento 
significativo do número de hemócitos, da atividade de fosfatase ácida e 
da atividade superóxido durante as primeiras 48 h, decrescendo 
posteriormente. Por outro lado, a atividade de FO aumentou 
imediatamente, reduzindo significativamente até 48 h após a exposição. 
Os autores concluíram que, apesar das alterações causadas a curto prazo, 
os efeitos fisiológicos decorrentes da exposição à esta substância não 
tiveram impactos a longo prazo nos parâmetros imunológicos das ostras 
e nos eventos subsequentes de desova.   
De fato, outros estudos relataram a influência de agentes 
estressores no estado imunológico de invertebrados (Sindermann, 1979; 
Fisher, 1988; Anderson, 1990; Fisher et al., 1996; Carballal et al., 1998). 
Entretanto, as alterações nos parâmetros imunológicos podem não ser 
percebidas imediatamente, podendo ocorrer horas ou dias após à 
exposição a um agente estressor (Malham et al. 1998; 2002; Locatello et 
al., 2013).  
No presente estudo, alterações nos parâmetros de hemolinfa dos 
animais expostos à Hip apresentaram maior nível de atividade de FOplas 
e menor atividade aglutinante quando comparados aos animais expostos 
aos outros agentes anestésicos. Os motivos destas variações são ainda 
são incertos e, por isso, sugere-se a realização de estudos futuros em que 
o monitoramento das variáveis imunológicas seja realizado por maior 




Para o nosso conhecimento, este estudo é o primeiro a relacionar 
o efeito de diferentes agentes anestésicos nos parâmetros de hemolinfa 
em cefalópodes. Os resultados obtidos nos permitem concluir que os 
diferentes agentes anestésicos, em geral, ocasionaram alterações 
significativas na osmolalidade da água do mar e nos parâmetros de 
hemolinfa de Octopus maya. Entretanto, estudos complementares são 
136 
 
necessários para determinar com maior precisão as consequências 
decorrentes destas alterações. Assim, recomenda-se cautela no uso dos 
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6. CONCLUSÕES GERAIS  
 
 Apesar da visível perda de peso corporal e redução dos índices 
hepatossomático e gonadossomático, aliada a variação da glicose 
plasmática em fêmeas de O. maya pós-desova, é possível observar 
uma compensação imunológica as permite manter-se saudáveis até 
40 DPD; 
 
 A fauna parasitária de fêmeas de O. maya pós-desova foi composta 
por coccídeos do gênero Aggregata sp. (Protozoa: Apicomplexa) 
no intestino, ceco e brânquias e larvas do cestoide Prochristianella 
sp. (Cestoda: Trypanoryncha) na massa bucal, ambos com altas 
prevalências durante todo o período experimental; 
 
 O uso de agentes anestésicos causou alterações no consumo de 
oxigênio de juvenis de O. maya durante a indução à anestesia e 
recuperação, entretanto, não foi suficiente para causar um efeito a 
longo prazo no crescimento, com exceção dos animais expostos ao 
óleo de cravo; 
 
  Os agentes anestésicos que apresentaram indução completa e os 
melhores tempos de indução e recuperação em juvenis foram 
hipotermia 11
o
C, etanol 3,0%, cloreto de magnésio 3,75% e Mix 1 
(cloreto de magnésio associado à etanol) 0,75;1,5%; 
 
 Em adultos, etanol 3,0% foi o agente anestésico que apresentou os 
melhores tempos de indução e recuperação, sem mortalidades;  
 
 Para a manipulação de curto prazo de juvenis e adultos de O. maya 
(até 180 s), não é necessário o uso de nenhum agente anestésico; 
em adultos de grande tamanho, , sugere-se o uso de etanol 3,0% 
para facilitar o manejo; 
 
 O uso dos agentes anestésicos, em geral, alterou a osmolalidade da 
água do mar e os parâmetros de hemolinfa de O. maya, portanto 
recomenda-se cautela no uso destas substâncias quando estes 







7. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
Este estudo fornece informações inéditas e importantes sobre o 
estado de saúde e a fauna parasitária de fêmeas de Octopus maya pós-
desova, o uso de anestésicos para a manipulação de curto prazo de 
juvenis e adultos, e os efeitos dos agentes anestésicos sobre os principais 
parâmetros de hemolinfa. Entretanto, alguns pontos devem ser 
destacados para trabalhos futuros. 
Neste estudo, o estado de saúde das fêmeas de O. maya foi 
observado apenas até 40 DPD. Sugere-se a realização de um estudo mais 
longo, até pelo menos 50 DPD ou até a morte das fêmeas para avaliar as 
consequências da privação do alimento durante todo o período de 
incubação e/ou até a senescência. No presente estudo, optou-se por 
remover os ovos após a desova para evitar contaminações por fungos ou 
bactérias, comumente observadas para esta espécie em laboratório. 
Entretanto, sugere-se o estudo comparativo entre fêmeas incubando ou 
não para verificar possíveis interferências dos ovos no desempenho da 
fêmea. 
Como já mencionado anteriormente, Octopus maya é uma espécie 
com grande potencial de cultivo. Assim, estudos adicionais sobre a 
fauna parasitária desta espécie são importantes apesar de não se 
observarem problemas relacionados à presença de parasitos no cultivo 
em laboratório desta espécie. Entretanto, situações de confinamento e 
grande quantidade de animais podem favorecer a proliferação de 
parasitos e causar surtos de doenças. Sugere-se a realização de estudos 
complementares, englobando, por exemplo, diferentes sexos, estágios de 
vida e procedência dos animais, que possam auxiliar no monitoramento 
desta espécie sob condições de cultivo. Além disso, recomenda-se a 
realização de estudos histopatológicos para avaliar os possíveis danos 
que os parasitos, principalmente as causadas por larvas de cestoides 
Prochristianella sp. 
O bem estar animal quando se trata de cefalópodes é um tema que 
têm recebido considerável atenção nos últimos anos. Neste contexto, 
estudos relacionados a anestésicos, que considerem outros parâmetros 
além dos tempos de indução e recuperação são importantes para o 
desenvolvimento de protocolos e boas práticas de manejo adequadas a 
diferentes espécies e/ou fases de vida. No presente estudo, foram 
avaliados pela primeira vez diferentes agentes anestésicos e 
concentrações em juvenis e adultos de O. maya, espécie com grande 
potencial para a aquicultura.  
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Nossos resultados, apresentam dados inéditos sobre a influencia 
dos agentes anestésicos sobre o metabolismo, a fisiologia e a imunologia 
desta espécie. Apesar de ainda preliminares, os dados apresentados no 
presente estudo demonstram a possibilidade da utilização de ferramentas 
alternativas no monitoramento do curso e da recuperação da anestesia a 
curto e longo prazo em cefalópodes, como por exemplo o 
monitoramento dos parâmetros de hemolinfa. No entanto, estudos 
complementares, que englobem o monitoramento destes parâmetros e de 
outros parâmetros e por um período de tempo maior após a exposição 
aos agentes anestésicos são recomentados.  
Além disso, estudos fisiológicos para avaliar as possíveis 
consequências decorrentes do uso dos agentes anestésicos são devem ser 
realizados. O estabelecimento e padronização de critérios para acessar a 
anestesia geral, o mecanimo e local de ação dos agentes anestésicos e o 
estudo de outras substâncias a serem utilizadas como agentes anestésicos 
em cefalópodes são urgentes e necessários. Além disso, questões 
relacionadas à segurança do manipulador, do consumidor (se os animais 
forem utilizados para consumo) e do meio ambiente e ao descarte destas 
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